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Molekularni mechanismus regulace funkce kaspasy-2

pomoci proteini 14-3-3

Abstrakt

Kaspasa-2 je proteasa stojici apikaln¢ v kaskadé dé€jti vedoucich k apoptose. Spravné
vedeny proces apoptosy likviduje posSkozené buiiky, autoreaktivni lymfocyty ¢i nadbytecné
skupiny buné€k v ontogenezi. Proces aktivace kaspasy-2 musi byt piesné regulovany. Jednim
z popsanych zpusobii regulace kaspasy-2 zpisobujici jeji inhibici je posttranslacni
modifikace fosforylace spojend s naslednou vazbou regulac¢niho skafoldového proteinu 14-
3-3. Cilem diserta¢ni prace je vysvétlit molekularni mechanismus této regulace. Pro
porozuméni interakce mezi proteiny bylo nezbytné nejprve urcit fosforylatni mista
v molekule kaspasy-2 rozpozndvand proteinem 14-3-3 a poté popsat detailni strukturu
vazebného komplexu. Struktura byla popsana fadou biochemickych a biofyzikalnich metod,
jako je analyticka centrifugace, nativni elektroforesa v TBE puftru, polariza¢né fluorescenéni
esej, vodik/deuteriovd vyména spojend s hmotnostni spektrometrii ¢i krystalizace, a
vysledky vedly k podnétnym zavérim. Aktivace kaspasy-2 zacina jeji vazbou na adaptorové
proteiny, Stépenim a dimerizaci katalytickych podjednotek. Z vysledki vyplynulo, Ze protein
14-3-3 muze svou vazbou inhibovat aktivaci kaspasy-2 skrze blokovani sekvenci
nezbytnych pro dimerizaci a/nebo vazbu adaptorovych proteinti. Druhym mozZznym
zpusobem inhibice je prekryti jaderné lokaliza¢ni sekvence kaspasy-2 a v dusledku toho vliv
na translokaci kaspasy-2 do jadra buiiky, kde se jako jedina z kaspas za urcitych podminek

aktivuje.
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Molecular mechanism of 14-3-3 protein dependent regulation

of caspase-2

Abstract

Caspase-2 is a protease standing apically in the cascade of reactions leading to
apoptosis. Properly functional apoptosis eliminates damaged cells, autoreactive lymphocytes
or redundant groups of cells in ontogeny. The process of caspase-2 activation must be
precisely regulated. One of the described ways of caspase-2 regulation causing its inhibition
is posttranslational modification phosphorylation with subsequent binding of the regulatory
scaffold protein 14-3-3. The aim of this dissertation is to explain the molecular mechanism
of this regulation. To understand the interaction between the proteins, it was necessary to
first identify the phosphorylation sites in the caspase-2 molecule recognized by the 14-3-3
protein and then describe the detailed structure of the binding complex. The structure was
characterized by a number of biochemical and biophysical methods, such as analytical
ultracentrifugation, native electrophoresis in TBE buffer, polarization-fluorescence assay,
hydrogen/deuterium exchange coupled to mass spectrometry, or crystallization; and the
results led to stimulating conclusions. Activation of caspase-2 begins with its binding to
adaptor proteins, cleavage and dimerization of the catalytic subunits. The results showed that
the 14-3-3 protein can inhibit caspase-2 activation by sterically occluding of sequences
necessary for dimerization and/or binding of adaptor proteins. A second possible mode of
inhibition is the overlapping of the nuclear localization sequence of caspase-2 and, as a
consequence, the effect on the translocation of caspase-2 into the cell nucleus, where it is the

only caspase to be activated under certain conditions.
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1. Literarni prehled

1.1. Apoptosa

Apoptosa je geneticky programovana buné¢na smrt. Je soucasti tkanové homeostasy
— vyvéazeného vzniku a zaniku bunék. Jejim cilem je eliminovat individudlni buiky
v organismu bez poskozeni struktury okolni tkané. Pomoci apoptosy jsou v organismu
odstranovany bunky nezddouci a piebytecné, napt. béhem embryonalniho vyvoje nebo
v imunitnim a nervovém systému, a také jsou eliminovany buniky nadorové, napadené viry
¢i bunky s poskozenou DNA.

Morfologické znaky apoptosy byly popsané uz vroce 1972 (Kerr et al., 1972).
V burice dochézi k degradaci cytoskeletu a zménam ve struktufe membrany, ke kondenzaci
chromatinu, redukci velikosti jadra a k fragmentaci DNA. Poté nastava svrasténi bunky,
vydouvani membrany a buinika se rozpadd na apoptotickd téliska obklopend zbytky
membrany, ktera jsou v konecné fazi fagocytovana makrofagy, aniz by doslo ke vzniku
zanétlivych projeva.

O dvacet let pozd¢ji byla s apoptosou spjata klicova uloha kaspas (Alnemri et al.,
1996; Cerretti et al., 1992; Liu et al., 1996; Nicholson et al., 1995; Thornberry and Lazebnik,
1998). Kaspasy jsou endoproteasy s cysteinem ve svém aktivnim misté, které Stépi
peptidové vazby specificky za aspartatem (z angl. cysteinyl aspartate specific protease).
Stépi celou fadu proteinti v piesné fizenych signalnich drahach, které vedou k rozkladu
bunky urcené k zaniku.

Kaspasy jsou v bunkach syntetizovany jako zymogeny postradajici jakoukoliv
proteasovou aktivitu a setrvavajici neaktivni az do obdrzeni specifického stimulu (Earnshaw
et al.,, 1999). Aktivace a aktivita kaspas je vysoce regulovana, nebot’ maji stézejni roli
v zéniku bungk. Striktni regulace je nezbytna také proto, aby nedochdzelo k netimysIné smrti
bunék. Ptikladem je regulace kaspas béhem bunééného cyklu (Connolly et al., 2020).
Kaspasy navic funguji i v jinych neapoptotickych pochodech, jako je zanét, sekrece proteint
a diferenciace (Feinstein-Rotkopf and Arama, 2009; Kuranaga and Miura, 2007; Li and
Yuan, 2008; Yi and Yuan, 2009). Chyby v této jemné fizené regulaci mohou mit zavazné
nasledky. Piikladem mize byt studie vyvoje ¢ichovych senzorickych neuronti u mysi, kde
byla objevena neapoptoticka uloha kaspasy-9 a jejiho adaptorového proteinu Apaf-1 (z angl.
apoptotic protease activating factor-1). Kaspasa-9 je zde zodpovédna za Stépeni
membranového proteinu Semaphorinu 7A, které je dilezité ve formovani axonalnich vlaken

neurontl (Pasterkamp et al., 2003).
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U c¢lovéka je zndmo patnact kaspas (kaspasy -1 az -14, kaspasa-16) (Eckhart et al.,
2008), z nichz sedm se vyskytuje v apoptotické kaskad¢, zatimco ostatni souvisi se zanétem,
diferenciaci, sekreci proteinli a jinymi procesy (Feinstein-Rotkopf and Arama, 2009;
Kuranaga and Miura, 2007; Li and Yuan, 2008; Yiand Yuan, 2009). Pro jejich velky vyznam
v zékladnich bunécnych funkcich si geny, které je koduji, udrzely v pribéhu evoluce velmi
konzervativni sekvence. Primarni struktura kaspas se skladd z N-terminalni prodomény a z
C-terminalni proteasové domény obsahujici katalyticky cystein. Proteasovd doména je
slozena ze dvou podjednotek — velké (17-20 kDa) a malé (10-12 kDa), spojenych kratkym
linkerem (Taylor et al., 2008).

.....

......

vyskytuji jako neaktivni monomery, jejichz spoleénym znakem je dlouhd N-terminalni
prodoména obsahujici specificky protein-protein vazebny motiv, ktery slouzi k vazbé
adaptorovych proteini. Tyto proteiny svou vazbou na kaspasovou prodoménu zajisti
priblizeni a pfesnou prostorovou orientaci molekul kaspas vedouci k jejich dimerizaci. Po
dimerizaci molekul nésleduje jejich autokatalytické Stépeni na velké a malé podjednotky a
tvorba aktivnich heterodimert (Baliga et al., 2004; Boatright and Salvesen, 2003; Pop et al.,
2006; Riedl and Salvesen, 2007; Wachmann et al., 2010). Efektorové kaspasy, ke kterym u

.....

......

2004). Poté puisobi na stovky bunécnych substratli, které inaktivuji enzymy opravujici
poskozenou DNA, aktivuji endonukleasy, degraduji membrany bunécnych organel i zevni
membranu buiiky, hydrolyzuji bunécné proteiny a degraduji cytoskeletalni struktury.
Efektorové kaspasy mohou §tépit a aktivovat ostatni efektorové kaspasy a tim vytvofrit
zpétnou smycku k posileni reakci vedoucich k apoptose.

Proces apoptosy muze byt spustén jak vné&jSi cestou — stimulaci specifickych
receptorti na povrchu bunky, tak vnitini cestou — uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii.
Vnéj§imi zasahy, které iniciuji proces bunééné smrti, jsou napf. ionizujici zafeni,
hypertermie, ptisobeni toxickych latek, steroidnich hormont, cytokint ¢i oxidu dusnatého,
virové infekce nebo imunitni pochody. Vnéj§i indukci mulze byt napiiklad akce
cytotoxického (CD8+) T-lymfocytu, ktery se na bunku z urcitého diivodu zaméfi, protoze je
napf. nddorova ¢i virem infikovand. Buiiky imunitniho systému (cytotoxické CD8+ T-

lymfocyty, NK buiiky) maji ve svych membranach proteiny z rodiny TNF cytokint (z angl.
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tumor necrosis factor), tzv. Fas ligandy. Spusténi vnéj$i cesty apoptosy zacina vazbou Fas
ligandu (FasL) na extracelularni doménu transmembranového receptoru buiiky uréené
k zaniku zvanou Fas receptor (FasR, receptor smrti z rodiny TNF receptorti). Vazba ligandu
indukuje oligomerizaci receptoru a sdruzeni cytoplasmatickych adaptorovych proteint
FADD (z angl. Fas-associated death domain-containing protein) vazicich se na intracelularni
doménu receptoru (Danial and Korsmeyer, 2004; Itoh and Nagata, 1993; Trauth et al., 1989).
FADD proteiny poté vazi prodomény inicidtorovych kaspas -8 nebo -10 a vyvolaji tak jejich
dimerizaci a tim aktivaci. Celé tyto induk¢ni proteinové komplexy se nazyvaji DISC
komplexy (z angl. death-induced signaling complexes) (Kischkel et al., 1995). Iniciatorové
kaspasy -8 a -10 jsou tedy aktivovany v DISC komplexech, ve kterych se k sobé ptiblizi,
ziskaji presnou orientaci a tim se indukuje jejich dimerizace (Boatright et al., 2003;
Wachmann et al., 2010). Aktivované kaspasy -8 a -10 mohou dale ptimo §tépit efektorové
kaspasy, jako je kaspasa-3. U nékterych bunék je tato cesta dostate¢na pro jejich zanik. U
jinych bunék musi kaspasa-8 zapojit do dalSich pochodi mitochondrie a tim posilit signél
k efektivni likvidaci buiiky i vnitini cestou aktivace (Li et al., 1998; Luo et al., 1998; Scaffidi
et al., 1998). Dalsim ptikladem dvojice ligand — receptor smrti, podobn¢ jako FasL — FasR,
jsou TNF — TNF-R1 a TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) — TRAIL-R1
(téz DR4) a TRAIL-R2 (téz DRS) (Mcllwain et al., 2013).

Vnitini cestou aktivace apoptosy bunka reaguje na celou fadu poskozeni, jako je
nedostatek rastovych faktorti, poskozeni cytoskeletu, zlomy DNA, akumulace nespravné
sbalenych proteint, hypoxie a mnoho dalSich. Klicovou roli zde hraje protein p53,
transkripéni faktor, jehoz hlavni funkci je regulovat bunéénou odpovéd na poskozenou
DNA, vcetn¢ participace na rozpoznani genetického poskozeni a na regulaci jeho opravy.
Soucasné je inhibovano déleni buiiky do doby, nez je poSkozeni opraveno. Pokud zmény na
DNA ptresahuji moznost opravy, dojde k zvySeni exprese pS3 a indukci syntézy dalSich
proteinti, které poskozuji mitochondrie (Yamada and Yoshida, 2019).

Klicovym procesem v aktivaci apoptosy vnitini cestou je uvolnéni cytochromu c,
komponenty dychaciho fetézce, z mezimembranového prostoru mitochondrie do
cytoplasmy. Permeabilizace mitochondridlni membrany je navozend a kontrolovana
proteiny Bcl-2 rodiny. Do této rodiny patii jak proteiny proapoptotické (pt. Bid, Bax a Bad),
tak proteiny, které apoptosu potlacuji (pf. Bcl-2). Vzajemny pomér téchto proteinti v buiice
v ptitomnosti apoptotickych stimuli S$tépi molekulu cytosolického proapoptotického

proteinu Bid (z angl. BH3-interacting domain death agonist) za vzniku jeho aktivni formy
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oznacované jako tBid. Protein tBid reaguje ve vnéj$i mitochondridlni membrané s proteiny
Bax a Bad, jejichz oligomerizace zplisobi vznik p6rii v membrané a uvolnéni cytochromu c
a dalsich molekul do cytoplasmy (Korsmeyer et al., 2000; Wang et al., 2017).

Cytochrom c interaguje v cytoplasmé s adaptorovym proteinem Apaf-1 a zméni jeho
konformaci tak, aby molekuly Apaf-1 mohly vazat kaspasu-9 (Acehan et al., 2002; Boatright
et al., 2003; Liu et al., 1996; Zou et al., 1997). Komplex slozeny z cytochromu ¢, sedmi
molekul Apaf-1 a dvou molekul kaspasy-9 se nazyva apoptosom (Malladi et al., 2009).
V tomto komplexu dojde k dimerizaci, Stépeni a aktivaci kaspasy-9, ktera dale $tépi a tim
aktivuje efektorové kaspasy -3, -6 a -7. Nasleduje vazba efektorovych kaspas na fadu
bunécnych substrati a proteolytické stépenti, které vede k morfologickym zménam a procesu
apoptosy. Cilem efektorovych kaspas jsou cytoskeletalni proteiny (fodrin, gelsolin), jaderné
laminy, proteiny mezibunécnych spojl, reparacni proteiny a také ICAD, inhibitor DNA
endonukleasy CAD (z angl. caspase-activated DNase inhibitor). Uvolnény aktivni CAD
fragmentuje jadernou DNA.

1.2. Kaspasa-2

Kaspasa-2 byla objevena a popsana jako jedna z prvnich sav¢ich kaspas a jeji
sekvence je evolucné nejvice zakonzervovana (Kumar et al., 1994; Wang et al., 1994). Jeji
uloha v apoptose byla popsana v ndvaznosti na rizn¢ signalni drahy, naptiklad vnitini drahu
aktivace apoptosy pres p53 (Lassus et al., 2002), apoptosu indukovanou reaktivnimi
formami kysliku (ROS, zangl. reactive oxygen species) (Braga et al., 2008), stres
endoplasmatického retikula (Gu et al., 2008), drahu apoptosy indukovanou proteinem
TRAIL (Shin et al., 2005) a také v programované bunécné smrti neuroni (Madden and
Cotter, 2008) a oocytl (Nutt et al., 2005). Kaspasa-2 je dilezitym enzymem v regulaci
bunécného cyklu (Connolly et al., 2020).

Kaspasa-2 je intenzivné zkouména pro svou funkci tumor-supresorového proteinu
(Ho et al., 2009). Plsobi v misté kontrolniho bodu, ve kterém se rozhoduje o apoptose ¢i
preziti buiniky. Potlacuje tumorigenezi cestou stabilizace proteinu p53 a tim zabrafiuje
hromadéni poskozenych bunék. Hladina proteinu p53 je regulovana ubiquitin ligasou
MDM?2 (z angl. Mouse double minute 2 homolog) (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997,
Momand et al., 1992). MDM2 je substratem pro kaspasu-2, kterd od ligasy odstépi N-
terminalni doménu a tim ji inaktivuje. Zkracena ligasa MDM2 véze protein p53 a stabilizuje
ho. Toto zjisténi ukéazalo, ze proteinem p53 indukovana aktivace kaspasy-2 pies skafoldovy
protein PIDD (viz. dale) vytvaii smycCku pozitivni zpétné vazby, kdy kaspasa-2 pies
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inaktivaci ubiquitin ligasy MDM2 podporuje stabilitu p53 (Baptiste-Okoh et al., 2008;
Oliver et al., 2011).

Gen pro kaspasu-2 navic lezi na chromozomu 7 v tseku, ktery je ¢asto deletovan u
hematologickych malignit, a sniZena exprese kaspasy-2 je u téchto nemoci Castym jevem
(Honda et al., 2015; Kumar et al., 1995). Byla doloZena u nékterych ptipadti Burkittova
lymfomu, lymfomu z plastovych bunck (Hofmann et al., 2001), chronické lymfocytarni
leukemie a akutni myeloidni leukemie (Holleman et al., 2005). U akutni myeloidni leukemie
je snizena hladina kaspasy-2 spojena s 1ékovou resistenci a Spatnou prognozou (Estrov et al.,

1998). Mutace kaspasy-2 jsou vzacné, nékdy jsou vSak spojené s rakovinou tlustého stieva,
zaludku, plic a prsu (Min S. Kim et al., 2011; Min Sung Kim et al., 2011; Lopez-Garcia et
al., 2017). Nov¢ji byla funkce kaspasy-2 zaznamenana i v neurodegenerativnich
onemocnénich jako jsou Alzheimerova a Huntingtonova choroba a onemocnéni Lewyovych
télisek (Liu et al., 2019; Smith et al., 2019; Zhao et al., 2016).
Kaspasa-2 ma dlouhou prodoménu zvanou CARD (z angl. caspase recruitment domain),
dimerizuje a autokatalyticky se aktivuje po vazbé adaptorovych proteind, coz ji fadi mezi
naopak sama je substratem pro kaspasu-3 a slouzi k amplifikaci signalu vedouciho pies tuto
efektorovou kaspasu (Slee et al., 1999).

Kaspasa-2 je stejn¢ jako ostatni kaspasy v organismu pfitomna ve formé neaktivniho
proenzymu, ktery obsahuje na N-konci CARD prodoménu, nésleduje velka p19 a mala p12
katalytickd podjednotka (obr. 1). Pti aktivaci enzymu dojde k dimerizaci molekul a
autoproteolyze, je odstranéna prodoména a linkery mezi doménami. Maturovana aktivni
kaspasa-2 je heterodimer slozeny ze dvou pl9 a dvou pl2 katalytickych podjednotek.
Struktura je stabilizovana disulfidickym miistkem mezi malymi podjednotkami p12. Tento
disulfidicky mustek je specificky pro kaspasu-2, struktury ostatnich kaspas ho nemaji
(Schweizer et al., 2003).

Krystalova struktura kaspasy-2 ukazala molekulu dimeru s kompaktnim tvarem.
Aktivni misto molekuly tvoii Zlabek se dvéma vazebnymi misty pro substrat. Zlabek ma
uzavieny uzky tvar, na rozdil od oteviené¢ho tvaru zlabku ostatnich kaspas. Centralni
disulfidicky mitstek spojujici obé podjednotky je zanofen do jadra enzymu, a tim je
nepfistupny k redukénim c¢inidlim (Schweizer et al., 2003; Tang et al., 2011) (obr. 2).

Kaspasa-2 rozeznava pentapeptidovou aminokyselinovou sekvenci VDVAD, v niz
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Obr. 1: Struktura molekuly prokaspasy-2. N-terminalni cast s prodoménou CARD — sede,
C- termindlni cast se dvema katalytickymi podjednotkami — velka p19 lososove, mala p12
Zlute. Linker mezi doménami CARD a pl9 oznaceny hnédou barvou obsahuje dvé
fosforylacni vazebnda mista pro protein 14-3-3 (Cervené) a jadernou lokalizacni sekvenci

(NLS, modre) (Smidova a kol., 2018).

absolutné zavazna je pozice aspartatu na C-konci pentapeptidu (Ito et al., 1999). Preference
je specificka pro kaspasu-2, ostatni kaspasy rozeznavaji tetrapeptidy.

Dobfe popsanym schématem aktivace kaspasy-2 je aktivace vazbou na
vysokomolekularni komplex zvany PIDDosom. Signélni drdha aktivace apoptosy vedouci
od transkripcniho faktoru p53 vede pies indukci skafoldového proteinu PIDD (z angl. p53
inducible gene with death domain), ktery navodi oligomerizaci adaptorové molekuly
RAIDD (z angl. RIP-associated protein with death domain), na kterou se vaze skrze
strukturni motiv DD (z angl. death domain) pfitomny v obou molekulach. Protein RAIDD
obsahuje kromé DD také doménu CARD, pfes kterou interaguje s kaspasou-2 (Duan and
Dixit, 1997; Jang and Park, 2013; Tinel and Tschopp, 2004). Z péti molekul PIDD, sedmi
RAIDD a sedmi molekul kaspasy-2 vznikne prostorovy utvar zvany PIDDosom, ve kterém
ziskaji molekuly kaspasy-2 vhodnou prostorovou orientaci pro nédslednou autoproteolyzu
(Park et al., 2007). Aktivovana kaspasa-2 §tépi protein Bid, ¢lena rodiny Bcl-2 proteinti
s pro-apoptotickou aktivitou, ptes dalsi proteiny rodiny Bcl-2 dojde k uvolnéni cytochromu
¢ z mitochondrii a aktivuje se apoptosa (Guo et al., 2002).

Nedavnymi vyzkumy bylo prokazano, ze kaspasa-2 mtze byt aktivovana i cestami
nezavislymi na tvorbé PIDDosomu, stale v§ak vyzaduje uc¢ast molekuly RAIDD (Bouchier-
Hayes et al., 2009). Z toho vyplyva, ze kaspasa-2 je soucasti riiznych bunécnych drah.
Kaspasa-2 byla lokalizovana v jadfe, cytoplazmé a v Golgiho aparatu (Baliga et al., 2003;

Mancini et al., 2000). Pfechod kaspasy-2 z cytoplasmy do jadra je fizen jadernou lokaliza¢ni
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Ac-LDESD ,{ cp19

Obr. 2: Stuzkovy diagram zndazornuje dimerni molekulu kaspasy-2 se dvema vazebnymi
kapsami pro substrat (peptid Ac-LDESD) véetné katalytického Cys*®® (Cislovani dle kaspasy-
1). Velké podjednotky pl9 — modre, malé podjednotky pl2 — sedé. Cys’® odpovida
v éislovani dle lidské kaspasy-2 katalytickému Cys**°. Cp19, Cp12, Np19, Np12 znaci C- a
N- konce retézcii podjednotek u jednoho monomeru. V centru molekuly je disulfidicky miistek

436

(Cys*®° - cislovani dle kaspasy-1, odpovida Cys*® v cislovani dle lidské kaspasy-2)

(Schweizer a kol., 2003, PDB ID: 1PYO).

sekvenci (NLS, z angl. nuclear localization sequence, P'*LYKKLRL!®), ktera se nachazi v
linkeru mezi doménami CARD a p19. Je rozpozndvana molekulou heterodimeru importinu
alfa/beta. Mutace Lys!> v této sekvenci znemoznila translokaci kaspasy-2 do bunééného
jadra a zaroven neumoznila vazbu na heterodimer importinu alfa/beta (Baliga et al., 2003).
(Tinnikov and Samuels, 2013). Nedavné vyzkumy vSak ukézaly, ze k aktivaci kaspasy-2
dochazi také v jadérku. Autofi prace ukézali, ze latky zpusobujici poSkozeni DNA
aktivovaly kaspasu-2 v jadérku, ostatni stresové podnéty (heat shock, mikrotubularni
inhibitor vinkristin apod.) vedly k aktivaci kaspasy-2 v cytoplasmé. Z toho vyvodili zaveér,
ze kaspasa-2 ma dva oddé€lené bunééné aktivacni profily (Ando et al., 2017). Dale zkoumali
ulohu PIDDosomu v téchto aktivacnich procesech. Pouzili tkanovou kulturu mySich
embryondlnich fibroblastli deficientnich bud’ v genu pro PIDD nebo RAIDD a zjistili, ze
RAIDD je nezbytny pro jakoukoliv aktivaci kaspasy-2, v cytoplazmé, jadru i jadérku,

zatimco pritomnost molekuly PIDD byla specificka pouze pro aktivaci v jadérku. Zavérem
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1ze fici, ze typ odpovédi kaspasy-2 zélezi na druhu podnétu. Zasahy do buiiky poskozujici
DNA vyvolavaji aktivaci kaspasy-2 v jadérku buiiky prostfednictvim makromolekularniho
komplexu PIDDosomu, zatimco aktivace kaspasy-2 v cytoplasmé a jadru je na formovani
PIDDosomu nezavisla a je odezvou na jiné podnéty (Ando et al., 2017).

Proenzym kaspasy-2 je tedy aktivovan vazbou na vysokomolekuldrni komplex
slozeny z adaptorovych proteini. Avsak to, zda vibec vstoupi prokaspasa-2 do piimé
aktivace pomoci vazby adaptorovych molekul, mize byt ovlivnhéno posttranslacni
modifikaci molekuly (Parrish et al., 2013). Mista posttransla¢nich modifikaci kaspas byva;ji
fylogeneticky velice konzervovand, coz zdiiraziuje jejich vyznam pii modulaci kaspasovych
aktivit, které ovliviiuji kone¢ny osud bunky.

Ptikladem posttranslacni modifikace je represe aktivace prokaspasy-2 béhem
mitotické faze bunééného cyklu fosforylaci Ser’*® (u Mus musculus), ktery je lokalizovan
v linkeru mezi velkou a malou podjednotkou prokaspasy-2. Ser**’ je fosforylovan pro-
mitotickym kinasovym komplexem cdkl-cyklin Bl (z angl. cyclin-dependent kinase
activated by cyclin B1), defosforylovan je PP1 (z angl. protein phosphatase 1) (Andersen et
al., 2009).

Dalsim piikladem je posttranslacni modifikace, ktera byla studovana v souvislosti s
inhibi¢ni vazbou prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3. Tato vazba byla popsdna v zavislosti na
nutricni bilanci builky — na hladiné NADPH, produktu pentosofosfatového cyklu.
Dostatecnd ¢i zvySend hladina NADPH v bunce vede k fosforylaci prokaspasy-2 na
aminokyselinovém reziduu Ser'*® (u Xenopus laevis) &i Ser'®* (u Mus musculus) a vazbé
regulacniho proteinu 14-3-3, ktery blokuje prokaspasu-2 v inaktivni nematurované forme.
Pti poklesu hladiny NADPH je 14-3-3 uvolnéno z vazby s prokaspasou-2 a fosforylovany
serin je defosforylovan proteinfosfatasou 1 (PP1). Proenzym kaspasy-2 je tak pfistupny pro
vazbu s adaptorovymi proteiny a nadslednou aktivaci. Tento mechanismus byl objasnén v
apoptose oocytii béhem ontogeneze u Xenopus laevis a pozdéji také u mysi (Nutt et al., 2009,

2005) (obr. 3).

1.3. Proteiny 14-3-3

Proteiny 14-3-3 jsou regulacni bilkoviny, které reaguji se svymi partnery skrze
fosforylované ptfesné¢ definované vazebné¢ motivy (Muslin et al., 1996). Vyskytuji se v
bunkéach vsech eukaryotickych organismi, kde reguluji procesy jako pienos signalu v buiice,
diferenciaci a proliferaci buiiky (Fantl et al., 1994), regulaci bunééného cyklu (Hermeking
and Benzinger, 2006), apoptosu (Yang et al., 2001), jsou izce spjaty s procesem vzniku
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Obr. 3: Metabolicka regulace kaspasy-2. Kaspasa-2 se podili na vzdjemné koordinaci
bunécného metabolismu a apoptosy. Regulacni mechanismy aktivace kaspasy-2 reaguji na
tok glukosy pentosofosfatovym cyklem a produkci NADPH. Inhibice kaspasy-2 je
zprostredkovana kalcium/kalmodulin-dependentni proteinkinasou Il (CaMKII), ktera
fosforyluje Ser'’ (¢islovani Xenopus laevis, odpovida Ser'® u Homo sapiens). Fosforylace
Ser!'¥ vede k asociaci regulacniho proteinu 14-3-3. S poklesem hladiny NADPH dochadzi

k uvolnéni proteinu 14-3-3 z vazby s prokaspasou-2 a Ser'’

Jje defosforylovan konstitutivne
vazanou proteinfosfatasou 1 (PP1). Defosforylovanad prokaspasa-2 je pristupna pro vazbu
adaptorovych proteinii PIDD a RAIDD a naslednou aktivaci. Kromé hladiny NADPH je
kaspasa-2 téz citliva na lipidovy metabolit 1-O-hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (C16:0 PAF) a glykolyticky enzym hexokinasu II. Inhibice kaspasy-2
blokuje u neuronu apoptosu vyvolanou C16:0 PAF a zpiisobuje tak neurotoxicitu této latky.

Hexokinasa 1l je enzym nachazejici se ve vnéjsi mitochondrialni membrané. Uvolneéni

hexokinasy 1I z mitochondrie posiluje apoptosu vyvolanou kaspasou-2. Fosforylace Ser’”
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(¢islovani Xenopus laevis, odpovidd Ser’* u Mus musculus) cyklin-dependentni kinasou 1
(CDK1) inhibuje aktivaci prokaspasy-2 behem mitotické faze bunécného cyklu (prevzato a
upraveno z (Buchakjian and Kornbluth, 2010)).

nadort (Tzivion et al, 2006) a mohou slouzit i jako indikatory nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni (Berg et al., 2003; Hashiguchi et al., 2000).

Proteiny 14-3-3 jsou stalé homo- nebo heterodimerni molekuly charakteristické
svym tvarem a velikosti. Monomery pfipominaji z boku tvar pismene L, vnitini cast
monomeru tvoii tzv. amfipaticky zlabek, ktery vytvari vazebné misto pro ligand. Spojenim
dvou monomernich jednotek vznikad hluboka centralni dutina se dvéma vazebnymi misty

(obr. 4).

Obr. 4: Krystalova struktura dimeru proteinu 14-3-3(. HI-H9 jsou oznaceny a-helixy u
jednoho protomeru (Rittinger et al., 1999, PDB ID: 1QJB).

U clovéka je znamo sedm isoforem proteind 14-3-3, které jsou si strukturné velice
podobné. Lisi se pozicemi monomernich jednotek, respektive uhlem mezi dvéma
monomernimi jednotkami (Yang et al., 2006) a délkami a konformacemi ohybti mezi helixy
(Obsil and Obsilova, 2011). Isoformy se 1i§i ve schopnosti vytvaret homo- nebo
heterodimery (Liu et al., 1995). Proteiny 14-3-3 se vyskytuji ve vSech tkéanich v téle,
predevsim ale v mozkové tkéni, dfeni nadledvinek ¢i ve stfevech (Boston et al., 1982).
Jednotlivé isoformy jsou pojmenovany feckymi pismeny (B, v, €, {, n, o, 7).

Princip inhibice aktivace prokaspasy-2 proteinem 14-3-3 nebyl dosud objasnén.

Protein 14-3-3 miize ménit konformaci svého vazebného partnera, miize svou vazbou
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blokovat dulezité signalni sekvence, napt. NLS, mize svou vazbou udrzovat molekulu
substratu ve fosforylovaném ¢i defosforylovaném stavu nebo prostorové branit ostatnim
molekuldm ve vazbé¢ k substratu (Nutt et al., 2009; Obsil et al., 2001; Van Der Heide et al.,
2004; Van Der Hoeven et al., 2000). Pro studium vazby mezi molekulami prokaspasy-2
a proteinu 14-3-3 jsme zvolili fadu biofyzikalnich a biochemickych metod, abychom jejich
interakci co nejlépe pochopili a pfispéli tak k dalSimu poznani regulace kaspasy-2,

dalezitého apoptotického proteinu.

1.4. CaMKK2

Mezi proteiny, u nichz byla prokazana regulace zprostiedkovana 14-3-3, patfi mnohé
proteinkinasy; vice nez 170 kinas obsahuje fosforylatni mista, o nichz je znamo, Ze
odpovidaji vazebnym mistim 14-3-3 (Obsilova and Obsil, 2020). Vzhledem k tomu, ze
funkce mnoha kinas je regulovdna prostfednictvim protein-proteinovych interakci a tyto
interakce jsou Casto zprostiedkovany fosforylaénimi misty, zahrnuji mimo jiné i asociace s
proteinem 14-3-3.

Véapnik (Ca*") je dilezity ligand, ktery se vaZe na sviij primarni intracelularni
receptor kalmodulin (CaM) a spousti fadu navazujicich procesti a drah. Ustfednim prvkem
plisobeni Ca?"/CaM je aktivace vysoce konzervované kaskady Ca?*/CaM-dependentnich
kinas (CaMK), coz je rodina serin/threoninovych kinas, ktera zesiluje signaly Ca*'
prostiednictvim fady naslednych fosforylacnich kaskidd. Spravna regulace toku Ca*" je
nezbytna pro systémovy i bunéény metabolismus a naruseni homeostdzy Ca*" je spojeno s
riznymi metabolickymi onemocnénimi a nadory (Marcelo et al., 2016). Ca*/CaM-
dependentni proteinkinasy kinasy (CaMKK) jsou serin/threonin proteinkinasy v signalni
kaskadé¢ CaMK, kde fosforyluji a aktivuji dvé nésledné CaMK - CaMKI a CaMKIV
(Marcelo et al., 2016). CaMKI se podili na regulaci tvorby hipokampalni paméti, neuronalni
migrace, prezivani bun¢k a synaptogeneze, zatimco CaMKIV se ucastni fizeni syntézy
proteind a programu genové exprese v reakci na ziviny a hormony (Obsilova and Obsil,
2020). Sav¢éi CaMKK zahrnuji dvé isoformy: CaMKK1 a CaMKK2. Obé isoformy maji
podobnou doménovou organizaci, tj. za katalytickou kinasovou doménou nasleduje C-
koncovy autoinhibiéni segment (AIS), ktery se ¢asteéné prekryva s Ca**/CaM vazebnou
oblasti (obr. 5). Tyto isoformy CaMKK vSak vykazuji odlisné biochemické vlastnosti.
Zatimco CaMKK1 je striktné regulovéna zptisobem z4vislym na Ca**/CaM (Tokumitsu et
al., 2000), tak CaMKK2 vykazuje i zna¢nou aktivitu nezavislou na Ca?*/CaM (Anderson et
al., 1998; Obsilova and Obsil, 2020). Tato aktivita je regulovana tisekem 23 aminokyselin
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leZicich N-terminalné¢ od katalytické domény a zfejmé napoméhd uvolnéni autoinhibi¢niho

segmentu molekuly z katalytické domény (Tokumitsu et al., 2001).

RKLS9LQ RRPT4SVE RKRS*$5FG
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Obr. 5: Struktura molekuly CaMKK?2. N-terminalni regulacni oblast je oznacena modre,

=
P
w
w

CaM vazebna oblast oranzove a fosforylacni mista pro PKA cervené (prevzato a upraveno

z PSenakova a kol., 2018).

Aktivita obou isoforem CaMKK je castecné inhibovana fosforylaci enzymem
cAMP-dependentni proteinkinasou (PKA). Na molekule CaMKKI1 se nachazi celkem pét

fosforylaénich mist pro PKA Ser’> Ser’®, Thr'® Ser*® a Ser*”>. Bylo prokazano, Ze
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fosforylace Thr'® a Ser*® piimo inhibuje aktivitu CaMKK1, zatimco fosforylace Ser’* a

Ser*”®> umoziuje vazbu na regulaéni protein 14-3-3 (Davare et al., 2004; Ichimura et al.,
2008). Z experimentid vyplynulo, Ze primarnim mistem pro vazbu proteinu 14-3-3 je
konzervovany motiv obsahujici Ser’*. Bylo navrzeno i sekundarni vazebné misto, a to Ser*’.
CaMKK2 obsahuje ¢tyii fosforylaéni mista pro PKA - Ser!®, Thr!®, Ser* a Ser’!!
(¢islovani Homo sapiens). Analogickd mista nutnd pro vazbu proteinu 14-3-3 u CaMKK2
jsou dominantni misto Ser'® a sekundarni Ser’!!. Je znamo, Ze proteiny 14-3-3 reguluji
aktivitu rtiznych enzymu bud’ strukturdlni modulaci jejich katalytickych domén, nebo
narusenim jejich protein-proteinovych interakci (Obsil and Obsilova, 2011). Protein 14-3-3
muze regulovat aktivitu kinasy CaMKK?2 bud’ ptimo strukturni zménou katalytického mista,
ale také vytésnénim Ca®’/CaM z vazebné domény CaM, blokovanim defosforylace
inhibi¢niho mista nebo stabilizaci interakce mezi autoinhibi¢ni doménou a katalytickou

doménou. K objasnéni molekularni podstaty inhibice CaMKK?2 prosttednictvim 14-3-3 je

potiebna strukturni analyza jejich komplexu.
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2. Cile prace

Cilem disertacni prace bylo porozumét molekuldrnimu mechanismu inhibice lidské
kaspasy-2 prostfednictvim proteinu 14-3-3. Pro porozuméni interakce mezi dvéma proteiny
je nejprve potieba znat jejich strukturu a poté poznat strukturni zmény, kterymi molekula

prochézi po vytvoieni komplexu s vazebnym partnerem.

Specifickymi cili bylo:

1. Ptiprava stabilni a solubilni formy prokaspasy-2.

2. Ptiprava mutantnich forem prokaspasy-2. Piiprava fosforylované prokaspasy-2.

3. Identifikace fosforyla¢nich mist v molekule prokaspasy-2 pro vazbu proteinu 14-3-3
pouzitim cilené mutagenese, nativni elektroforézy, analytické ultracentrifugace a
hmotnostni spektrometrie.

4. Biofyzikalni charakterizace interakce mezi fosforylovanou prokaspasou-2 a proteinem
14-3-3 pomoci biofyzikalnich metod jako je analyticka ultracentrifugace, analyticka
gelova permeacni chromatografie, limitovana proteolyza, fluorescencné polarizacni esej,
CD spektrometrie ¢i malothlovy rozptyl rentgenového zéateni (SAXS).

5. Sledovéni strukturnich zmén v molekulach prokaspasy-2 a 14-3-3 po vytvofeni
komplexu pomoci H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii.

6. Krystalizace proteinu 14-3-3 s fosfopeptidem prokaspasy-2 zahrnujici ve své sekvenci
prokézand vazebna mista.

7. Posouzeni vysledkl prace a vysloveni principu mechanismu inhibice lidské prokaspasy-
2 prosttednictvim proteinu 14-3-3 na zakladé poznani charakteru jejich protein-

proteinové interakce.
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3. Metodika

3.1. Exprese a purifikace proteini
3.1.1. Exprese a purifikace prokaspasy-2

Zdroj genu pro lidskou kaspasu-2 byl plasmid pcDNA3-Casp2-Flag (dar od dr.
Salvesena, Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute, San Diego, USA). Gen
v rozsahu aminokyselin 32-452, obsahujici doménu CARD a obé& podjednotky katalytické
domény p19 a pl2, byl amplifikovany metodou PCR pomoci primert, které obsahovaly
restrik¢ni mista Sacl a Kpnl pro zaklonovéni do expresniho vektoru pST39 (dar od dr. Boufi,
UOCHB AV CR). Konstrukt byl ovéfen sekvenovanim. JelikoZ se tato varianta kaspasy-2
produkovala jako nerozpustny protein ve form¢ inkluznich télisek, byla navrzena zkracena
forma proteinu v rozsahu aminokyselin 123-452, kterd zacinala linkerem mezi doménou
CARD a pl9 obsahujicim obé potencialni mista pro vazbu s proteinem 14-3-3. Pro
klonovani byl opét pouzit expresni vektor pST39 a restrikéni mista Sacl/Kpnl. Produkt byl
osekvenovan.

Do genu kaspasy-2 byla vnesena fada mutaci. Piedné to byla mutace katalytického
Cys*?® (C320S), nebot kaspasa-2 se vpribéhu produkce v E. coli $tépila bud
autokatalyticky nebo pliisobenim bakteridlnich enzym na podjednotky p12 a p19. Ziskali
jsme tak nematurovanou kaspasu-2 (123-452), na jejimz N-konci byl zachovan linker mezi
doménami CARD a p19, ve kterém se nachazi piedpokladana mista pro vazbu s proteinem
14-3-3 (dale prokaspasa-2). Pfedpoklddand mista pro vazbu 14-3-3 Ser!'* a Ser'®* byla
mutovana na glutamat (S139E a S164E), ktery mél svym zapornym nabojem simulovat
fosforylaci téchto mist. Pro moznost fosforylovat Ser'*® a Ser!®* enzymem PKA byly
aminokyseliny na -2. a -3. pozici od téchto serinli mutovany na Arg (Y136R, D137R, V161R
a E162R). Déle byla vytvoiena mutantni forma prokaspasy-2 postradajici Cys**® (C436A),
ktery tvoti disulfidicky mustek mezi dvéma podjednotkami p12 v heterodimeru maturované
kaspasy-2. Pro kombinaci metod vyuZzivajici fluorescenci byla pfipravena nejprve mutantni
forma prokaspasy-2 bez piitomnosti tryptofanu (W385F), kterd byla templatem pro
jednotryptofanové mutanty F188W, F218W, F426W a Y151W. Mutace byly vytvofeny
metodou PCR s komplementarnimi primery, které obsahovaly mutaci uprostied své
sekvence. Po degradaci methylované templatové DNA restriktazou Dpnl byl PCR produkt
transformovan do bun¢k E. coli TOP10. Plasmidové DNA z jednotlivych bakteridlnich

kolonii byly sekvenovany a byly vybrany plasmidové ty s pozadovanou mutaci.
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Prokaspasa-2 byla exprimovéna jako fuzni protein s C-terminalni neodstépitelnou
polyhistidinovou kotvou (6x His). V expresnim plasmidu pST39 jsou cilové geny
zaklonovany pod T7 promotorem, ktery ma sviij ptivod u bakteriofaga T7. Geny z tohoto
promotoru muze piepisovat pouze T7 RNA-polymerasa, jejiz exprese je v genomu bakterie
pod kontrolou lac promotoru a lac operatoru. Lac operator je obsazen lac represorem, ktery
reprimuje syntézu T7 RNA-polymerasy. V ptfitomnosti laktosy nebo jejiho analogu, jako je
izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid (IPTG), je represor inaktivovan, T7 RNA-polymerasa
se produkuje a cilovy gen je prepisovan. Prokaspasa-2 byla exprimovana v buiikach E. coli
BL21 (DE3) v médiu “terrific broth* ve 30 °C 1.5 h po indukci pomoci IPTG v koncentraci
0.5 mM. Terrific broth je vysoce obohacené médium pro zvyseni vytéznosti plasmidové
DNA z E. coli.

Prvnim krokem purifikace proteinu prokaspasy-2 byla niklova afinitni
chromatografie, nasledovana dialyzou do pufru se slozenim 50 mM Tris pH 7.5, 1 mM
EDTA, 2 mM B-ME a 10% (w/v) glycerol. Purifikace pokracovala kationtovou vyménnou
chromatografii na koloné Mono S 5/50 GL v pufru se slozenim 50 mM kyselina citronova,
1 mM EDTA a 2 mM DTT (pH 6.0). Protein byl z kolony uvolnén linearnim gradientem
NaCl o koncentraci 0 — 1 M. Nasledovala gelova permeacni chromatografie na koloné
HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 v pufru se slozenim 50 mM Tris (pH 8.0), 150 mM NaCl,
1 mM TCEP a 10% (w/v) glycerol. V kazdém kroku purifikace byla ¢istota proteinu
kontrolovana pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE).

14-3-3 vazebné motivy prokaspasy-2 byly fosforylovany in vitro kinasou PKA 2 h
pii 30 °C v mnozstvi 200 U/ 1 mg proteinu prokaspasy-2 v pufru obohaceném o 0.75 mM
ATP a 20 mM MgCl,. Poté byla fosforyla¢ni reakce inkubovéana dalSich 16 h pii 4 °C.
K oddéleni prebytecného ATP byla pouzita metoda gelové permeacni chromatografie na
koloné& Superdex™ 75 10/300 GL v pufru se slozenim 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl,
1 mM TCEP a 10% (w/v) glycerol. Vysledek fosforylace byl ovéfen hmotnostni
spektrometrii (MS) v Centru molekularni struktury, na servisnim pracovisti Hmotnostni

spektrometrie, Biocev.

3.1.2. Exprese a purifikace proteinu 14-3-3
Vsechny lidské isoformy proteinu 14-3-3 (B, v, €, {, n, o, 1) byly klonovany do
expresniho vektoru pET15b, ve kterém bylo misto pro proteasu thrombin zménéno

mutagenezi na misto pro TEV proteasu, do mist pro restrikéni endonukleasy Ndel a BamHI.
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Byly vytvofeny varianty isoform y a  zkracené o C-termindlni flexibilni segment, a to

formou vneseni stop kodonu za pozadovany Gisek genu (vyména Ser®*®

za stop kodon u
isoformy vy a Asp?*! u isoformy (). Pro metody vyuZivajici fluorescenci byla piipravena
mutantni forma proteinu 14-3-3y, ktera neobsahovala Zadné tryptofany. Byly mutovany dva

Trp60 a Trp233

pfirozen¢ se vyskytujici v isoformé y (W60F a W233F). Pro mutagenezi byl
pouzit QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)
umoziujici simultdnni prabéh ncékolika mutagenezi v jedné reakci. Jednobodové mutace
byly provedeny postupem uvedenym u prokaspasy-2. VSechny mutace byly ovéfeny
sekvenovanim.

Proteiny 14-3-3 byly exprimovany jako fluzni proteiny s N-terminalni
polyhistidinovou kotvou nésledovanou mistem pro TEV proteasu. Proteiny 14-3-3 byly
produkovany v bunkéach E. coli BL21 (DE3) v LB médiu a po indukci pomoci IPTG v
koncentraci 0.5 mM byly kultury péstovany ve 30 °C ptes noc. Prvnim krokem purifikace
byla niklova afinitni chromatografie nasledovana dialyzou do pufru se sloZzenim 20 mM Tris
pH 7.5, 2 mM EDTA, 2 mM B-ME a 10% (w/v) glycerol. Po tbytku vysoké koncentrace
imidazolu byla zméfena koncentrace proteinu a ke vzorku byla pfidana TEV proteasa pro
odstépeni polyhistidinové kotvy v poméru 1 mg TEV na 30 mg proteinu. Uplnost §t&peni
byla ovéfena pomoci SDS-PAGE. Nasledovala dialyza do pufru se slozenim 20 mM Tris pH
7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT a 10% (w/v) glycerol a aniontové vyménna chromatografie
na kolon¢ 10/50 s Q sepharosou. Poslednim krokem byla gelova permeacni chromatografie
na kolon& HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 v pufru ve slozeni 20 mM Tris (pH 7.5), 150
mM NaCl, 1 mM TCEP a 10% (w/v) glycerol. V kazdém kroku purifikace byla Cistota

proteinu kontrolovana pomoci SDS-PAGE.

3.1.3. Exprese a purifikace CaMKK2

Gen pro lidskou kinasu CaMKK?2 v rozsahu rezidui 93-517 byl zaklonovén do
modifikovaného expresniho vektoru pRSFDuet-1 do mist pro restrikéni endonukleasy
BamHI a Notl. Upraveny pRSFDuet-1 mél v prvni kazeté pro klonovani proteinu (MCS, z
angl. multiple cloning site, celkem ma tento vektor dvé kazety pro simultanni expresi dvou
proteintl) mezi N-terminalni polyhistidinovou kotvou a misto pro TEV proteasu vlozenu
GB1 doménu proteinu G (dar od dr. Bouii, UOCHB AV CR), ktera piispiva k solubilité
produkovaného proteinu béhem bakterialni exprese.

Cilenou mutagenezi byla piipravena katalyticky neaktivni varianta CaMKK2 KD
(z angl. kinase dead, mutace D330A). CaMKK2 obsahuje ¢tyii fosforylaéni mista pro kinasu
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PKA, ato Ser!®, Thr'%’ Ser*” a Ser’!!. Uvazovana mista pro vazbu s proteinem 14-3-3 byla

100 1

Ser'® a Ser’!!, druhd dvé mista byla proto mutovana, aby vzhledem k jejich
nestechiometrické fosforylaci nevnasela do analyz nehomogenitu. Vznikly tii mutantni
varianty od wt i KD formy CaMKK2 oznatené CaMKK2-S!'® se zachovanym Ser!®
(T145A, S495A, S511A), CaMKK?2-S5!! se zachovanym Ser’!! (S100A, T145A, S495A) a
CaMKK?2-S'%51 ge zachovanymi ob&ma Ser!® i Ser’!! (T145A, S495A). Pro metody
vyuzivajici fluorescenci byly vytvofeny mutanty CaMKK2-S'% KD obsahujici vzdy jeden
tryptofan F390W, F366W, F337W, F291W, F267W, L140W, V475W a Y128W, a to tak,
ze byla nejprve vytvofena varianta bez prirozené se vyskytujicich tryptofani (W445F,
W374F) a poté bylo do této varianty vneseno vzdy po jedné mutaci. Byly téZ pfipraveny
katalyticky neaktivni formy substratli pro CaMKK2, a to AMPKA2 D157A (z angl. AMP-
activated protein kinase catalytic subunit alpha-2) a CAMKID DI65A (z angl.
calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1D isoform 1). Pro potfeby zameény dvou
a vice mutaci najednou byl pouzit QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis
Kit (Agilent Technologies) umoziujici simultinni pribéh nékolika mutagenezi v jedné
reakci. Jednobodové mutace byly provedeny postupem uvedenym u prokaspasy-2. VSechny
mutace byly ovéfeny sekvenovanim.

Protein CaMKK?2 a vSechny jeho mutantni varianty byly exprimovany jako fuzni
proteiny s N-termindlni polyhistidinovou kotvou a GBI1. Produkce proteinti probihala
v bunkach E. coli BL21 (DE3) v autoinduk¢énim médiu ZY (Studier, 2005) nejprve po dobu
5 hodin pti 37 °C a poté pii 20 °C ptes noc. Prvnim krokem purifikace byla niklova afinitni
chromatografie nasledovana dialyzou do pufru se slozenim 50 mM Tris pH 8.0, 0.5 M NacCl,
4 mM EDTA, 4 mM B-ME a 10% (w/v) glycerol. Inkubaci s TEV proteasou v mnozstvi 250
U na 1 mg fuzniho proteinu 1h pii 30 °C doslo k odStépeni polyhistidinové kotvy a GBI.
Uplnost $tépeni byla ovéfena pomoci SDS-PAGE. Poslednim krokem byla gelova
permeaéni chromatografie na kolon& HiLoad™ 26/600 Superdex™ 75 v pufru ve slozeni 50
mM Tris (pH 8.0), 0.5 M NaCl, 5 mM DTT a 10% (w/v) glycerol. V kazdém kroku
purifikace byla ¢istota proteinu kontrolovana pomoci SDS-PAGE.

CaMKK2-S'®  CaMKK2-S°!! a CaMKK2-S'%!! byly fosforylovany in vitro
kinasou PKA 3 h pii 30 °C a poté jeste pii 4 °C ptes noc v ptitomnosti 0.75 mM ATP a 20
mM MgCl,. Bylo pouZito 170 U PKA na 1 mg CaMKK2-S'% a CaMKK?2-S5!'! a 340 U PKA
na 1 mg CaMKK2-S!%%31l  Piebyte¢né ATP bylo odstranéno gelovou permeaéni
chromatografii na koloné Superdex™ 75 10/300 GL. Vysledek fosforylace byl ovéfen MS

analyzou v Centru molekularni struktury, na pracovisti Hmotnostni spektrometrie, Biocev.
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3.2. AUC

Metodu sedimentacni rychlosti analytické ultracentrifugace (SV AUC, z angl.
sedimentation velocity analytical ultracentrifugation) jsme pouzili ke stanoveni
oligomerniho stavu proteinu prokaspasy-2 a pro studium reverzibilnich interakci
prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3 vcetné urceni stechiometrie komplexu a vypoctu vazebné
afinity charakterizované zdanlivou disocia¢ni konstantou Kbp.

Analyticka ultracentrifuga je vybavena specialnim optickym systémem pro sledovani
prabéhu sedimentace. Na ¢astici v odstfedivém poli pisobi nékolik sil. Je to odstiediva sila
Foas, kterd je umernd hmotnosti ¢astice m a zrychleni a, které je dano souc¢inem vzdalenosti
¢astice od sttedu otaCeni » a druhé mocniny tthlové rychlosti otacejiciho se rotoru w:

F,4s = mw?r
V opacném smeéru pisobi na castici vztlakova sila umérnd hmotnosti roztoku mg
vytlaCeného sedimentujici Castici:
E,, = —myw?r
Posledni silou je frikéni (tfeci) sila Fy, kterou zptisobuje pohyb ¢astice roztokem:
Fr=—fu
kde u je radialni rychlost pohybu ¢astice od stfedu otaceni ke dnu a f je translacni frikcni
koeficient. Frik¢ni koeficient zavisi na tvaru a velikosti ¢astice; objemné a protahlé castice
maji vyssi hodnoty nez ¢astice malé a kulovité.

Pohyb ¢astice v odstfedivém poli charakterizuje sedimentacni koeficient s:

u  m(l-7vp)
ST wrr f
kde v je parciadlni specificky objem cCastice a p hustota roztoku, ve kterém je Castice
rozpusténa.

Sedimentacni koeficient se udava v jednotkach Svedberg (S), ktery je definovan jako
10°'® sekundy. Hodnota sedimenta¢niho koeficientu z4visi na experimentalnich podminkach,
na teploté, hustoté a viskozit¢ pufru. Pro srovnani vysledki zraznych laboratofi se
extrapoluje ke standardnim podminkam (20 °C a voda (s20,w)).

Sedimentaci ¢astice v prib&hu centrifugace ovliviiuje téz diftize. Protichiidny difuzni
tok charakterizuje transla¢ni difuzni koeficient D, souvisejici s frikénim koeficientem f:

RT

D=—
Naf
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kde R je univerzalni plynova konstanta, 7" termodynamické teplota a N4 Avogadrova
konstanta.

Pti metod¢ sedimentacni rychlosti se pouzivaji dostatecné velké odstiedivé sily za
vysokych otacek. Pii centrifugaci se zacnou vSechny Castice stejnomérné pohybovat ke dnu
kyvety. Po kratké dob¢ se vytvoii pohybujici se rozhrani mezi sedimentujicimi ¢asticemi a
oblasti roztoku, kde se jiz Castice nenachéazeji. Toto rozhrani se pohybuje konstantni
rychlosti od menisku ke dnu kyvety. Rychlost pohybu rozhrani je dokumentovana sérii
snimkii pofizenych v pravidelnych ¢asovych intervalech. Vlivem difuze dochazi
k rozmyvani rozhrani, které mizeme pozorovat jako zménu jeho tvaru ze svislého do
protéhlého sigmoidalniho (obr. 6). Z rychlosti pohybu a tvaru rozhrani lze urcit sedimentacni

koeficient s a diftizni koeficient D (Brown et al., 2008).

Dvou-sektorova mérici cela Sedimentace béhem AUC
o @ @

Meniskus
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Rozhrani .
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&
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o |
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Obr. 6: Metoda pohyblivého rozhrani pri méreni sedimentacni rychlosti AUC. Na prvnim
obrazku je zobrazen prurez merici celou s dvema sektory. Prvni sektor je kontrolni a je
naplnen pufrem bez vzorku (blank), ve druhém sektoru je vzorek. Pri centrifugaci se Castice
ve vzorku pohybuji smérem ke dnu kyvety a vycerpavaji se z roztoku v horni casti kyvety. Tim
se vytvari rozhrani mezi roztokem obsahujici cdstice a oblasti roztoku, kde se jiz castice
nenachazeji. Behem centrifugace jsou méreny casovée zavislé profily koncentraci castic
v celé délce merici cely. Na druhém obrazku je znazornény posun téchto profilit v case, ktery
odrazi dynamiku sedimentace castic behem centrifugace (prevzato a upraveno z webovych

stranek firmy Coriolis Pharma Research GmbH, www.coriolis-pharma.com).

Pro SV AUC analyzu prokaspasy-2 a komplexu prokaspasy-2 se 14-3-3( byly
nejdiive proteiny dialyzovany do pufru 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl a | mM TCEP.
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Samotna prokaspasa-2 byla stacena v péti riiznych koncentracich od 5 do 40 uM. Analyza
smési dvojité fosforylované prokaspasy-2 na Ser'*® a Ser!'®* (prokaspasa-2 (dp)) a 14-3-3¢
probihala pfi molérnich pomérech 5:1, 3:2, 1:2, 1:6 a 1:20 za konstantni koncentrace
prokaspasy-2 (dp) 3.5 uM a rozmezi koncentraci 0.35-35 uM pro 14-3-3(. Ze ziskanych
casové zavislych koncentracnich profilt byly vypocitany spojité distribuce sedimentacnich
koeficientd (tzv. c(s) distribuce) za pouziti programu SEDFIT (Schuck, 2000). Hodnota
pozorovaného sedimenta¢niho koeficientu byla ziskana integraci plochy pod vrcholem
distribuce. Zdanliva disocia¢ni konstanta byla odhadnuta pfimym globalnim modelovanim
Lammovych rovnic s pouzitim reverzibilniho vazebného modelu v programu SEDPHAT

(Schuck, 2003).

3.3. Fluorescen¢né polarizacni esej

Fluorescencné polarizac¢ni esej je zaloZzena na principu fotoselektivni excitace
molekul fluoroforti polarizovanym elektromagnetickym zéafenim v opticky izotropnim
vzorku (Valeur and Berberan-Santos, 2012). Roztok fluorofori je excitovan linearné
polarizovanym zafenim. Excitovany jsou ty molekuly, které maji nenulovy primét svého
absorpéniho piechodového momentu do sméru polarizace budiciho zafeni. Tento dipdlovy
moment prechodu je dan okamzitym stavem elektronového obalu molekuly a udavéa smér,
ve kterém je svétlo molekulou nejlépe absorbovano nebo emitovdno. Vlivem zejména
rotacnich pohybi molekuly fluoroforu dochézi k emitaci zateni, jehoZ smér se neshoduje se
zafenim absorbovanym, zéfeni se depolarizuje. Pokud jsou doba dohasindni fluorescence a
rychlost molekularni reorientace srovnatelné, pak miizeme z analyzy emisni anizotropie
ziskat informace o anizotropii systému, v némz se fluorofor nachézi.

Me¢teni polarizace fluorescence poskytuje informace o orientaci a pohyblivosti
molekul a procesech stim spojenych, vnasem pfipadé¢ informace o vazbé peptidi
prokaspasy-2 k molekule 14-3-3C.

Miru polarizace fluorescence lze vyjadrit anizotropii fluorescence (7). Excitacni
polarizator je na draze excitacniho svétla a déla z n&j roviné polarizované. Emisni polarizator
(= analyzator) je na draze svétla emitovaného. Méfi se intenzita fluorescence pii natoceni
excitatniho polarizatoru vertikdlné a analyzatoru vertikdlné (J|), nasledné pii natoceni
excita¢niho polarizatoru vertikalné a analyzatoru horizontalné (L). Ze zméfenych intenzit se

spocita hodnota anizotropie r:
Ly =1,
Yy = —m™
Ly + 21,
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V naSem experimentu byly fluoroforem peptidy prokaspasy-2 oznacené na N-konci
fluorescenénim markerem FITC (z angl. fluorescein isothiocyanate). Peptidy obsahovaly
vazebné misto pro protein 14-3-3, a to bud’ Ser!*® nebo Ser!®* nebo ob& mista najednou.
Peptidy byly rozpustény v pufru 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP a 10%
(w/v) glycerol na koncentraci 100 nM. K vzorku peptidu bylo titrovano zvySujici se
mnozstvi proteinu 14-3-3C v rozmezi vysledné koncentrace 0 — 400 uM. Pro excitaci
fluorescence byla zvolena vinova délka absorpéniho maxima fluoresceinu 490 nm a pro
detekci vinova délka jeho maximalni fluorescence 520 nm. Pro kazdou koncentraci 14-3-3(
byla ur¢ena hodnota ustalené anizotropie fluorescence, ktera byla vypocitana z naméfenych

intenzit podle vySe uvedené rovnice.

3.4. Analyticka gelova permeacni chromatografie

Metoda se pouzivd k hodnoceni proteind migrujicich v roztoku za nativnich
podminek pii zachovani jejich ptirozené struktury a biologické aktivity. Pii gelové
permeacni chromatografii migruji proteiny kolonou naplnénou dextran-agarosovymi
polymernimi kulickami na zdkladé své velikosti. Mensi molekuly se zachycuji v pérech
gelovych kulicek (= staciondrni faze), vétsi molekuly se do pérti nedostanou a jsou unaseny
mobilni fazi rychleji. NaSim experimentem jsme chtéli dolozit tvorbu komplexu mezi
fosforylovanou molekulou prokaspasy-2 a proteinem 14-3-3(. Ctyfi provedené filtrace
obsahovaly postupné 6 nmol prokaspasy-2, 12 nmol 14-3-3(, 6 nmol prokaspasy-2 + 12
nmol 14-3-3{ a 6 nmol prokaspasy-2 (dp) + 12 nmol 14-3-3(. Vzorky byly aplikované na
kolonu Superdex™ 75 10/300 GL s mobilni fazi ve slozeni 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 mM TCEP a 10% (w/v) glycerol pfi normalni teploté mistnosti. Alikvoty o objemu
15 pl z kazdé¢ frakce byly analyzovany 15% SDS-PAGE.

3.5. Nativni elektroforesa
3.5.1. Nativni elektroforesa komplexu prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3(

Pfi nativni elektroforese putuji vzorky polyakrylamidovym gelem bez ptidavku
denaturacnich ¢inidel v TBE pufru, pH 8.3 (TBE-PAGE). Proteiny ¢i jejich komplexy se
pohybuji elektrickym polem pifedevSim v zavislosti na svém ndboji, v malé mife téz
v zavislosti na velikosti a tvaru. Tato metoda méla za cil prokazat tvorbu komplexii
prokaspasy-2 fosforylované pouze na jednom ze dvou fosforylacnich mist nebo na obou
mistech s proteinem 14-3-3(. Vzorky nanasené na gel obsahovaly jednak samotné vzorky
14-3-3C (240 pmol), prokaspasy-2 (120 pmol) a prokaspasy-2 (dp) a poté kombinace 14-3-
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3¢ postupné s prokaspasou-2 nefosforylovanou, fosforylovanou na Ser!*°, na Ser!'®* a na obou

fosforylaénich mistech. Separace probéhla v 12% TBE-PAGE za normalni teploty mistnosti.

3.5.2. Nativni elektroforesa komplexu CaMKK2 (KD) se 14-3-3y

Cilem experimentu bylo ovéftit tvorbu komplexti mezi variantami CaMKK?2 (KD), a
to CaMKK2-S!% CaMKK2-S°!! a CaMKK2-S!%5!! g proteinem 14-3-3y. Na jeden vzorek
bylo pouzito vzdy 120 pmol CaMKK?2 a 240 pmol 14-3-3y v riznych kombinacich. Separace
probéhla v 12% TBE-PAGE za normadlni teploty mistnosti.

3.6. Limitovana proteolysa

Metoda limitované proteolysy byla pouzita pro porovnani odhalenych usekt
v molekule prokaspasy-2, ptistupnych k proteolytickému $tépeni, v molekule prokaspasy-2
samotné a v komplexu se 14-3-3. Proteolysa probihd v nativnich podminkéch za vyrazného
piebytku sledovaného proteinu oproti protease. Z reakce jsou v pravidelnych casovych
intervalech odebirany alikvoty, ve kterych je proteolysa vzapéti zastavena. Produkty
proteolysy jsou rozdéleny v polyakrylamidovém gelu metodou SDS-PAGE a materidl v
prouzcich gelu je identifikovan MS analyzou.

Pro néd$ experiment byla pouzita prokaspasa-2 (dp) v mnozstvi 11.8 pg, 14-3-3(
vmnozstvi 25.4 pg a komplex téchto enzymi. Vzorky byly Stépeny trypsinem a
chymotrypsinem, vahovy pomér proteasa/protein byl 1:1000. Reakce probihala pfi teploté
25 °C v pufru 20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, 10% (w/v) glycerol.
Z reakci byly odebirdny vzorky v intervalech 0 (neStépeny protein), 10, 20 a 30 minut.
Proteolytickd reakce byla v odebranych vzorcich ukoncena tepelnou denaturaci v SDS-
PAGE nanaSecim pufru. Po rozdéleni vzorki elektroforesou byly prouzky s proteiny
vyfiznuty z gelu a produkty proteolytické reakce byly analyzovany hmotnostni spektrometrii

v Centru molekularni struktury, na servisnim pracovisti Hmotnostni spektrometrie, Biocev.

3.7. Vodik/deuteriova vyména (H/D vyména) spojena s hmotnostni

spektrometrii (HDX-MS)

Vymeéna vodiku s deuteriem je chemicka reakce, pfi niz je kovalentné vazany atom
vodiku (protia) nahrazen atomem deuteria. Behem H/D vymény se sleduje vyména vodikt
amidovych skupin peptidové vazby, protoZze maji optimalni rychlost vymény. Metoda

probiha za fyziologickych podminek, kdy proteiny zaujimaji svou nativni konformaci.
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Metoda dava informace o piistupnosti povrchu molekuly proteinu pro rozpoustédlo, a tim
tedy informace o tercidrni struktuie bilkovin (Konermann et al., 2011).

Jadro deuteria je zhruba dvakrat t€zSi nez jadro protia, protoZze obsahuje vedle
protonu i jeden neutron. Se zvySujici se deuteraci proteinu se zvysuje i jeho molekulova
hmotnost. Detekce miry deuterace je proto moznd metodami hmotnostni spektrometrie.
Ptesnost ur¢eni mista deuterace je dana délkou peptidu, na které je protein pred MS analyzou
rozstépen. Individualni peptidy jsou poté analyzovany pro celkovou deuteraci.

Pro analyzu protein-proteinovych interakci je potiteba provést H/D vyménu jednak u
jednotlivych proteint a jednak u jejich komplexu. Oblasti molekul podlé¢hajici deuteraci jsou
poté porovnany. Na zaklad¢ ziskanych dat 1ze usuzovat, ktera ¢ast molekuly zménila svou
konformaci nebo je v interakci s vazebnym partnerem. Je-li isek molekuly prekryt vazbou
s vazebnym partnerem, amidové vodiky jsou v téchto segmentech chranény a deuterace
muze byt v téchto mistech zpomalena.

Nas experiment byl sestaven z méteni fosforylované a nefosforylované prokaspasy-
2, proteinu 14-3-3y a jejich smési: 14-3-3y s nefosforylovanou prokaspasou-2 a 14-3-3y
s fosforylovanou prokaspasou-2. Proteiny byly nejprve inkubovany v koncentracich 100 uM
14-3-3y a 50 uM prokaspasa-2 v pufru 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP a
10% glycerol pti 20 °C po dobu 30 minut a poté 10x nafedény deuterovanym pufrem 20 mM
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP a 10% glycerol v D;0. Z reakce byly odebirany
aliquoty o objemu 20 pl v intervalech 20 s, 2 min, 20 min, 1 h a 3 h, u kterych byl proces
deuterace zastaven nafedénim 5 x v 1 M glycinu/HCI pH 2.3 a zmrazenim v tekutém dusiku.

Pted analyzou byly vzorky rychle rozmrazeny a injektovany na proteolytickou
kolonu obsahujici proteasu pepsin. Stépené fragmenty byly dale posouvany mobilni fazi
0.4% roztokem kyseliny mravenci a zachyceny na hydrofobni chlazené koloné, kde doslo
k jejich odsoleni. Eluce odsolenych peptidi byla provedena gradientem acetonitrilu a
pfevedena na kolonu s reverzni fazi za dal§iho promyvani acetonitrilem, kde doslo k separaci
peptida s cilem minimalizovat hmotnostni pfekryv. Pro potlaceni zpétné vymeény deuteria za
vodik je nutné udrzovat vzorky od rozmrazeni pies proteolytické Stépeni az po separaci
v konstantni nizké teploté a cely proces provést v kratké dobé. Analyticka kolona je
propojena s hmotnostnim spektrometrem, kde byl vzorek vaporizovén, peptidy byly nabity
kladnym nabojem a tfidény podle efektivnich molekulovych hmotnosti m/z (hodnota poméru
hmotnosti k naboji). Poslednim krokem byla detekce dopadajicich ionti v Case.

Pted H/D analyzou byly vytvoieny database peptidd vzniklé Stépenim

nedeuterovanych proteinll. Data ziskand méfenim byla s témito databasemi porovnana v
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programu MASCOT (Perkins et al., 1999). Spektra ¢astecné deuterovanych peptida byla
exportovana pomoci programu DataAnalysis (Bruker Daltonics) a manudlné zpracovéna v
programu Deutex (nepublikovano). Na zdkladé¢ rozdilu v deuteratnim profilu byly
vysledovany konformacni zmény pfi vazb¢ prokaspasy-2 se 14-3-3y a zmapovany oblasti,

které byly touto vazbou ovlivnény.

3.8. Krystalografie

Krystalografie proteint je biofyzikalni metoda, kterd se pouziva k ur€eni prostorové
struktury bilkovin. Cely proces mizeme rozdélit na tii ¢asti. Pocatecni a zakladni krok je
piiprava proteinu, nasleduje krystalizace proteinu a poté probiha difrakéni experiment
s analyzou dat.

Pii procesu krystalizace se hledaji podminky, které vedou ke vzniku krystala.
Krystalizace proteinti probihd ve vodném prostiedi a je zavisla na celé fadé faktort, jako
jsou pH, teplota, iontova sila roztoku, koncentrace jednotlivych komponent v roztoku,
pritomnost aditiv, detergentt a iontii kovi, a také hlavné Cistota a koncentrace proteinového
vzorku. Hledaji se takové parametry roztoku, které maji vliv na rozpustnost proteinu a jsou
dilezité pti hledani hranice mezi vznikem amorfniho precipitatu a tvorbou krystalu.

Podstata krystalizace spociva v pomalém piivedeni systému do stavu snizené
rozpustnosti a dosazeni mirného limitniho stupné piesyceni postupnou modifikaci vlastnosti
systtmu. V prvni fazi zvané nukleace dochdzi ke vzijemnému kontaktu vhodné
orientovanych molekul. Pfi krystalizaci zalozené na difuzi par, kterou jsme v naSem
experimentu pouzili, se pipetuji visici kapky nebo sedici kapky o objemu jednotek pl a
umistuji se do uzaviené¢ho prostoru srezervodrem. Kapky obsahuji roztok proteinu
smichany v urcitém poméru (napi. 1:1, 1:2 ¢i 2:1) s roztokem obsahujicim puft, precipitacni
¢inidlo a aditivum. Rezervoar obsahuje stejny roztok pufru, precipitacniho ¢inidla a aditiva,
bez roztoku proteinu. V disledku rozdilné koncentrace roztokti dochézi k transportu vody
mezi kapkou proteinu a velkym objemem roztoku v rezervodru. Pii vysSi koncentraci
roztoku v rezervoaru dojde ke zméné objemu kapky a zakoncentrovani vSech jejich
komponent. V nukleacni fazi piekroc¢i koncentrace roztoku proteinu limit rozpustnosti,
roztok se stava presycenym a molekuly proteinu se zacinaji shlukovat. Protein ptechazi do
nerozpustné¢ faze. Molekuly proteinu mohou vytvofit amorfni precipitdt nebo zalozit
nukleacni komplex, na jehoz povrch se v tzv. ristové fazi transportuji ostatni molekuly
proteinu a za soucasného vyrovnani osmolarity a ustdleni rovnovdhy mezi kapkou a
rezervoarem krystal roste (obr. 7) (McPherson, 1999).
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Obr. 7: Schematické zndzornéni krivky rozpustnosti proteinu v zavislosti na jeho
koncentraci. Zvysi-li se koncentrace roztoku proteinu nad hranici rozpustnosti, roztok se
stane presycenym. V zavislosti na urovni presyceni lze tuto zonu diagramu rozdélit na tvi
oblasti: velmi vysoké presyceni (,precipitace”), kde molekuly proteinu tvori amorfni
agregaty, stredni presyceni (,,labilni zona ), kde dochdazi k rustu i nukleaci, a nizsi presyceni
(,, metastabilni zona ), kde je podporovan pouze riist (prevzato a upraveno z (Russo Krauss

etal., 2013)).

Krystaly se z kapek ziskdvaji silikonovymi klickami, obali se v kryoprotektivnim
roztoku a mrazi se vtekutém dusiku. Difrakéni experiment se provadi na
vysokofrekvenénim zdroji rentgenového zafeni synchrotronu. Pro snizeni radia¢niho
poskozeni krystalu probiha méteni za nizkych teplot. Technikou sbéru difrakénich dat je
rotacni (oscila¢ni) metoda, kdy se krystal ota¢i na goniostatu v proudu par kapalného dusiku.
Krystal je vystaven monochromatickému svazku rentgenového zéafeni. Rentgenové paprsky
difraktuji na elektronech atomti molekul tvoficich krystal a difraktované paprsky jsou
zachyceny detektorem.

Struktura molekuly se urcuje z rozlozZeni elektronové hustoty v krystalu. Pro metody
urcovani trojrozmérné struktury makromolekul se vyuzivaji programy zalozené na
Fourierové transformaci. Soucasti rovnice Fourierovy syntézy je hodnota faze, kterd je
experimentalné neméfitelna. Fazovy problém se fesi metodou izomorfniho nahrazeni, kdy
se krystaly naméaceji v roztocich soli tézkych kovi. Kovové ionty difunduji krystalem a
specificky se zachyti na proteinu. Uspé&$nost metody zavisi na schopnosti proteinu specificky

vazat t€zké atomy. Dals$i metodou je molekulové nahrazeni, kdy se pouziva 3D struktura
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strukturné podobného znamého proteinu. DalSi metodou muize byt méfeni anomalniho
rozptylu pfi n€kolika vlnovych délkach (Rupp, 2009).

Po ziskani inicialnich fazi a na zaklad¢ chemickych znalosti, stereochemie, primarni
aminokyselinové struktury proteinu a vazanych ligandii 1ze podle map elektronovych hustot
vystavét pocatecni model, ktery se v dalSich krocich dale uptesiiuje.

V nasem experimentu byla krystalovana zkrdcend forma proteinu 14-3-3yAC
(rezidua 1-234) s dvojité fosforylovanym peptidem prokaspasy-2 obsahujicim oba vazebné
motivy Ser'?® a Ser'® (pS'3%+pS'®%). Protein 14-3-3yAC byl rozpustény v koncentraci 16
mg/ml v pufru se slozenim 20 mM HEPES pH 7.0, 200 mM MgCl> a 2 mM TCEP a
smichany v poméru 2:1.1 s peptidem prokaspasy-2 pS'**+pS!®*. Spojenim 2 ul tohoto
komplexu a 2 pl srazeciho pufru ve sloZzeni 100 mM HEPES pH 7.5, 200 mM MgCl,, 27%
(v/v) PEG 400 a 1% (v/v) hexafluoro-2-propanol byly vytvotreny kapky, které byly ve formé
visicich kapek umisténé do uzavieného prostoru s 1 ml rezervodrem. Krystalizace probihala
metodou difuize par pii 20 °C. Krystaly byly zmrazeny v tekutém dusiku s kryoprotekei v
30% glycerolu. Sbér difrakénich dat probéhl oscilacni metodou na synchrotronu BESSY
v Berlin€. Data byla zpracovana programovymi sety xds a xdsapp (Kabsch, 2010; Sparta et
al., 2016). Pro urCeni struktury byla pouzita metoda molekulového nahrazeni v programu
MOLREP (Vagin and Teplyakov, 1997) vyuZzivajici zndmou strukturu 14-3-3y (PDB ID:
2B05). Struktura komplexu byla upfesnéna v programovém setu PHENIX (Adams et al.,
2010) svyslednym rozlisenim 2.75 A, vizualizovdna v programu PYMOL
(https://pymol.org/2/) a depozitovana v databasi PDB (z angl. Protein Data Bank) pod
kédem 6SAD.
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace vazby prokaspasy-2 (dp) s proteinem 14-3-3C a 14-3-
3y

Publikace ¢. 1: Kalabova, D., Smidova, A., Petrvalska, O., Alblova, M., Kosek, D., Man,
P., Obsil, T., Obsilova, V., 2017. Human procaspase-2 phosphorylation at both S139 and
S164 is required for 14-3-3 binding. Biochem Biophys Res Commun 493, 940-945.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.09.116

Publikace ¢. 2: Smidova, A.*, Alblova, M.*, Kalabova, D.*, Psenakova, K., Rosulek, M.,
Herman, P., Obsil, T., Obsilova, V., 2018. 14-3-3 protein masks the nuclear localization
sequence of caspase-2. FEBS J 285, 4196-4213. https://doi.org/10.1111/febs.14670

Publikace ¢. 3: Kalabova, D.*, Filandr, F.*, Alblova, M., Petrvalska, O., Horvath, M., Man,
P., Obsil, T., Obsilova, V., 2020. 14-3-3 protein binding blocks the dimerization interface of
caspase-2. FEBS J 287, 3494-3510. https://doi.org/10.1111/febs.15215

* sdilené prvni autorstvi

4.1.1. Pfiprava rekombinantni prokaspasy-2

Molekula kaspasy-2 se sklada z vazebné prodomény CARD a katalytické domény
slozené ze dvou podjednotek p19 a p12 (obr. 8A). Bylo potvrzeno, ze kaspasa-2 z organismu
X. laevis tvoii strukturni komplex s regulacni molekulou 14-3-3, isoformou zeta (14-3-30).
Vazba molekul v komplexu je zprostiedkovina fosforylovanym Ser!*® (Ser'®* u lidské
kaspasy) (Nutt et al., 2009). Dalsi biochemicka studie uvadi dal$i mozné misto vazby
kaspasy-2 a proteinu 14-3-3 (Tinti et al., 2012), a to Ser'*°. Toto zji$téni podporuje srovnani
sekvenci mezi riiznymi organismy, které ukazuje, Ze prvni fosforylaéni misto Ser'*® u lidské
kaspasy-2 je konzervovano mezi vSemi t€émito sekvencemi (sekvence C. intestinalis ma na
tomto misté Thr). Fosforylaéni misto Ser!'®* se vyvinulo pozdgji (obr. 8B). Piedpoklad téchto
dvou vazebnych mist u kaspasy-2 je v souladu se skuteCnosti, ze vazebni partneti 14-3-3
proteini mivaji obvykle dva fosforylované vazebné motivy, vzdalené od sebe ptiblizné 20
aminokyselin, které umoziuji vysoce afinitni asociaci se 14-3-3 prostfednictvim vazby na

oba monomery v ramci dimeru 14-3-3 (Kostelecky et al., 2009; Yaffe et al., 1997).
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Obr. 8: (A) Struktura molekuly kaspasy-2. (B) Srovnani sekvenci kaspasy-2 v misté
predpokladanych vazebnych motivii s proteinem 14-3-3 u ruznych organismii (HS - Homo
sapiens, MM - Mus musculus, XL - Xenopus laevis, DR - Danio rerio, CI - Ciona
intestinalis). V cerveném ramecku Ser'*’, v zeleném ramecku Ser'® (dle cislovani Homo
sapiens). (C, D) Kontinualni distribuce sedimentacnich koeficientu c(s) pro prokaspasu-2 a

prokaspasu-2 C436A pri riiznych koncentracich proteinu.

Pro pfipravu lidské kaspasy-2 byl nejprve navrzen konstrukt sestavajici
z aminokyselin 32-452, ktery obsahuje domény CARD, pl19 a pl2. Exprese tohoto
konstruktu vSak vedla k ziskani nerozpustného proteinu. Poté byl konstrukt N-terminaln¢
zkracen o CARD doménu a kaspasa-2 byla exprimovana pouze v rozsahu aminokyselin 123-
452. Nebot protein 14-3-3 interaguje s nematurovanou formou kaspasy-2, bylo nutné zavést
do aktivniho mista kaspasy-2 mutaci C320S. Tim byla zamezena maturace kaspasy-2
bakterialnimi enzymy nebo autokatalytickym $té€penim v prabchu jeji exprese v bakteriich
E. coli (Roschitzki-Voser et al., 2012). Tento konstrukt kaspasy-2 123-452 (prokaspasa-2)
poskytl stabilni expresi rozpustného proteinu v dostatecné Cistoté a dostate¢ném mnozstvi.

Dle krystalografické analyzy je struktura dimeru mezi dvéma molekulami kaspasy-

436

2 stabilizovana disulfidickym muistkem mezi cysteiny Cys™® v malych katalytickych

podjednotkéach (Schweizer et al., 2003). Pfestoze ndmi produkovana molekula prokaspasy-
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2 postradala CARD prodoménu, mohla stale dimerizovat skrz tento disulfidicky mustek.
Byla proto pfipravena mutantni forma prokaspasy-2 s mutaci C436A a oligomerni stav obou
variant molekul byl porovnan analytickou ultracentrifugaci, metodou sedimentacni rychlosti
(obr. 8C,D). Ze srovnani sedimentacnich koeficientli obou proteinti vyplynulo, Ze jak

36 ge

mutovand forma prokaspasy-2 s mutaci C436A, tak forma se zachovanym Cys
vyskytuji v monomerni formé¢, a pro dal$i experimenty byla zvolena prokaspasa-2 bez této

mutace (obr. 8C).

4.1.2. Vazebna mista Ser'* a Ser!® pro vazbu prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3( maji
riiznou vazebnou afinitu
Pro charakterizaci jednotlivych vazebnych mist Ser'* a Ser'®* prokaspasy-2 byly

S'3% nebo

objednany fosfopeptidy vzdy s jednim fosforylovanym vazebnym motivem (p
pS'®) a dvojnasobné fosforylovany peptid obsahujici oba vazebné motivy (pS!'3°+pS!64)
(obr. 9A), N-terminalné znacené fluorescencni znakou FITC. Jejich vazba na protein 14-3-
3¢ byla méfena fluorescenéné polariza¢ni eseji. Vazba peptidu pS'® byla velmi slaba. Vazba
peptidu pS'* byla vyrazné vyssi a jeji hodnota dosahovala téméf vazby dvojité
fosforylovaného peptidu pS'3*+pS!%, jehoz vazebna afinita se pohybovala v mikromolarnim

rozpéti (obr. 9B).

A Peptidy Aminokyselinova sekvence C
pS139+pS164  DYDLpSLPFPVCESCPLYKKLRLSTDTVEHPSLDNK
pS139 SCDYDLpSLPFPVC 5 4 proC2(dp) (3.5 pM) +
pS164 TDTVEHpSLDNKDG — 0.35 uM 14-3-3¢
B —— 117 uM 14-3-3¢
o8 L y ! J ! ! J ] ] 4 3.5 uM 14-3-3¢
= pS139+pS164 —_— —— 10 uM 14-3-3C
046 ° pS139 ] £ 35 uM 14-3-3¢
a (8]
pS164 - 34
- b c
©
3 13
Q
2 N2 -
o B ©
9 IS
N i =
g S 11
© <
c
2 AN\ AN
N ] 0 —f T B T T A\ T T
B 1 2 3 4 5 6 7 8
0.00 7 P f = 1 AI 1 1 1 1

0 1x10*  2x10°  3x10°  4x10"  5x10”  ex10°  7x10"  8x10* sedimentacni koeficient (S)

koncentrace 14-3-37 (M)
Obr. 9: (A) Aminokyselinové sekvence syntetickych fosfopeptidii urcenych pro fluorescencné
polarizacni esej. (B) Vazba fluorescencné znacenych fosfopeptidii kaspasy-2 obsahujicich
vazebné motivy k proteinu 14-3-3{. (C) Série normalizovanych distribuci c(s) pro smési

prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3{ v riiznych molarnich pomérech.
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4.1.3. Dvojité fosforylovana kaspasa-2 spolu s dimerem proteinu 14-3-3{ tvori stabilni
komplex

Pro ovéteni vazby proteinu 14-3-3( a prokaspasy-2 bylo nutné pfipravit prokaspasu-
2 fosforylovanou v mistech Ser!'* a Ser'®*. Je znamo, Ze vazebné misto Ser'® je
fosforylovéano kinasou CaMKII (kalcium/kalmodulin-dependentni proteinkinasa IT) (Nutt et
al., 2009), kinasa fosforylujici misto Ser'* je zatim nezndm4. Komeréné dostupna CaMKII
a a y mad vSak velmi nizkou specifickou aktivitu a fosforylace touto kinasou nebyla
dostatecna.

Byly proto pfipraveny mutanty prokaspasy-2 S139E a S164E, jak s individualni
mutaci, tak s obéma mutovanymi misty najednou, u kterych mohou ziporné naboje
glutamatovych rezidui mimikovat fosforylaci. Byly namichdny smési takto mutovanych
prokaspas-2 s proteinem 14-3-3( a ovéfeny nativni TBE-PAGE. Zadné komplexy vsak
nebyly prokazany, zdména fosforylacniho mista za reziduum kyseliny glutamové v tomto
ptipadé nebyla pro vazbu s proteinem 14-3-3C dostatecna.

Pro uspésnou fosforylaci vazebnych mist v molekule prokaspasy-2 byla vazebna
mista Ser'* a Ser!®* upravena pro moznost fosforylace pomoci PKA. Byly mutovany vzdy
dvé aminokyseliny na 2. a 3. misté¢ N-termindlné od Ser!** a Ser'® na rezidua argininu.
Protein prokaspasy-2 byl poté uspésné fosforylovan na obou serinech Ser'*® a Ser!'®* (dale
prokaspasa-2 (dp)) a fosforylace byla ovéfena MS analyzou.

Komplex proteina 14-3-3( a prokaspasy-2 fosforylované na obou vazebnych mistech
byl studovan metodou SV AUC. Byla sledovana distribuce ¢astic ve smési prokaspasy-2
(dp) o koncentraci 3.5 uM v kombinaci se zvySujicimi se koncentracemi proteinu 14-3-3(C
v hodnotéach 0.35 — 35 uM. Z analyzy distribuce ¢ (s) vyplynulo, Ze tyto dva proteiny spolu
tvofi komplex s hodnotou sedimentacniho koeficientu 5.8 S (vypocitdino ze smési
s nejvyssim molarnim pomérem 14-3-3(: prokaspasa-2 (dp)). Samotné molekuly proteinu
14-3-3C nevéazané v komplexu migrovaly se sedimenta¢nim koeficientem 3.8 S a molekuly
prokaspasy-2 (dp) se sedimenta¢nim koeficientem 3.0 S. Z molekulové hmotnosti komplexu
~110 kDa odpovidajici sedimenta¢nimu koeficientu 5.8 S byl urCen stechiometricky pomér
molekul v komplexu 1:2, kdy jedna molekula prokaspasy-2 (dp) se vaze k dimeru 14-3-3C.
Byla také ur¢ena hodnota zdanlivé disociacni konstanty proteinového komplexu Kp 230 +
30 nM. Méfeni a analyzu vysledkt provedla Olivia Petrvalska (obr. 9C).

Tvorba komplexu proteinil prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3( byla téz sledovana gelovou
permeacni chromatografii za nativnich podminek. Eluce smési nefosforylované prokaspasy-

2 s proteinem 14-3-3( ve stechiometrickém poméru 1:2 ukazala dva prekryvajici se, avSak
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zieteln€ odliSené individualni vrcholy. Oproti tomu molekuly ve smési prokaspasy-2 (dp)
se 14-3-3C migrovaly jako ¢astice stejné velikosti a na chromatogramu ukézaly jeden vrchol.
Z vysledku experimentu vyplyva, Ze prokaspasa-2 (dp) tvoii s proteinem 14-3-3( stabilni
komplex (obr. 10).
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Obr. 10: Gelova permeacni chromatografie. (A) prokaspasa-2 (B) Smés prokaspasy-2 a 14-
3-3( v molarnim pomeéru 1:2 (C) 14-3-3( (D) smés prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3(. Jednotlivé
frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.1.4. Pro vytvoreni stabilniho komplexu mezi proteiny prokaspasy-2 (dp) a dimerem
proteinu 14-3-3C je nutna pritomnost obou fosforylovanych vazebnych motivii

Pro objasnéni piinosu jednotlivych fosforylovanych serinti Ser'* a Ser'®* do vazby
prokaspasy-2 a proteinu 14-3-3( byly vytvoreny dalsi dva konstrukty prokaspasy-2 vzdy
pouze sjednim vazebnym mistem mutovanym pro fosforylaci pomoci PKA. Mira
fosforylace tii pripravenych proteinii prokaspasy-2, s fosforylovanym Ser!* nebo Ser'¢*
nebo s obéma misty najednou, byla nejprve ovéfena metodou hmotnostni spektrometrie.
Formovani komplexu s proteinem 14-3-3( bylo ovéteno nativni TBE-PAGE. Komplex se

vytvofil pouze u varianty, kde byly ptitomny oba fosforylované seriny Ser'* a Ser!®,
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Ptitomnost pouze jednoho fosforylaéniho mista byla pro vytvofeni stabilniho komplexu

nedostatecna (obr. 11).

14-3-30 + = = + = 5 = +
proC2 - np dp dp pS139 pS139 pS164 pS164
‘ |
proC2
1 -~
komplex
-
14-3-3¢
-
- —— [

Obr. 11: Nativni TBE-PAGE. Interakce 14-3-3( s prokaspasou-2 fosforylovanou na Ser'?,

na Ser'%* anebo na obou serinech Ser'>® a Ser'®

4.1.5. Strukturni analyza komplexu prokaspasy-2 (dp) a proteinu 14-3-3(

V ptedchozi praci byla navrzena a potvrzena dvé vazebna mista nachazejici se
v linkeru mezi CARD a pl9 doménou kaspasy-2, ktera se UcCastni vazby mezi timto
proteinem a proteinem 14-3-3(. Mezi témito vazebnymi misty se téZ nachazi jaderna
lokaliza¢ni sekvence (NLS). Protein 14-3-3 miize mit proto také vliv na regulaci lokalizace
kaspasy-2 v buiice.

Pro strukturni analyzu komplexu prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3( byly zvoleny metody
malotihlového rozptylu rentgenového zareni (SAXS, z angl. small angle X-ray scattering) a
metoda chemického zesiténi proteinti v kombinaci s hmotnostné spektrometrickou
analyzou; a dale metody fluorescencni spektroskopie. Na vypracovani téchto metod se
podilely spoluautorky Aneta Smidova a Miroslava Alblova ve spolupraci s Centrem
molekularni struktury, servisnim pracovistém Hmotnostni spektrometrie, Biocev, a
s Fyzikalnim ustavem UK v Praze, oddéleni Biofyziky. Strukturni model proteinového
komplexu vypracovala vedouci projektu RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.

Mym tukolem bylo pfipravit pét mutantnich konstruktd prokaspasy-2, které
obsahovaly jednotlivda tryptofanova rezidua na strategickych pozicich v molekule
prokaspasy-2. Standardni (wt, z angl. wild type) sekvence molekuly prokaspasy-2 obsahuje
jeden tryptofan. Pro ziskdni molekuly zcela bez tryptofant bylo toto reziduum nejprve
mutovano na fenylalanin a poté byly vneseny tryptofanové mutace po jedné na zadouci
pozice. Byla téz piipravena varianta molekuly 14-3-3( bez tryptofanli, vnesenim dvou

zaménnych mutaci tryptofant za fenylalaniny.
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Kombinaci jiz objasnénych krystalovych struktur 14-3-3C (PDB ID: 1QJB) a
kaspasy-2 (PDB ID: 3R7S) a vysledkli naSich experimentii byl ziskén strukturni model
komplexu prokaspasy-2 a 14-3-3(. V tomto modelu se domény prokaspasy-2 pl19 a p12
nachazi v centralnim zlabku 14-3-3 dimeru a helix a7 z domény pl2 interaguje s klickou
mezi helixy H3 a H4 proteinu 14-3-3(. N-termindlni ¢ast prokaspasy-2, kterd obsahuje oba
vazebné motivy Ser'*® a Ser'®* véetn& jaderné lokalizadni sekvence, je také zanofena
v centralnim zlabku 14-3-3, a to tak, Ze NLS je seviend mezi dnem zlabku a helixy a6 a a7
prokaspasové domény p12. Pozice domén p12 a p19 prokaspasy-2 jsou zjevné stabilizovany
interakci s helixy H9 obou protomert 14-3-3( (obr. 12). Tento model podporuje predpoklad,
7e na vazb¢ prokaspasy-2 a 14-3-3( se nepodileji pouze vazebnd fosforylaéni mista v N-
terminalni oblasti prokaspasy-2, ale i ostatni oblasti obou molekul. Tento ptfedpoklad
vychéazi zrozdilnych namétenych hodnot vazebnych afinit jednak pro peptidy, které
obsahovaly pouze vazebna fosforylacni mista a jejichz hodnoty disociacnich konstant Kp
komplexu se 14-3-3( se pohybovaly v mikromolarnim rozpéti, a jednak pro prokaspasu-2
(dp) 123-452, u které byla hodnota disociacni konstanty proteinového komplexu Kp 230 +
30 nM.

Obr. 12: Strukturni model komplexu prokaspasy-2 (dp) s dimerem 14-3-3{. Protomery 14-

3-3 vyobrazeny modre. Strukturni casti prokaspasy-2: N-terminalni cast je zndzornéna

139 164

hnede, doména pl19 lososové a pl12 zlute. Vazebna fosforylacni mista Ser'”” a Ser'®® jsou
znazornena jako cervené koule. Helixy 14-3-3( jsou popsany velkymi pismeny latinské

abecedy, zatimco helixy a f-skladané listy prokaspasy-2 pismeny recké abecedy.
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4.1.6. Vazba dimeru 14-3-3( chrani prokaspasu-2 pied proteolytickou degradaci in
vitro

Experiment vyuzivajici metodu limitované proteolyzy byl zvolen pro potvrzeni
hypotézy, ze dimer 14-3-3( zcela obklopujici N-termindlni ¢ast molekuly prokaspasy-2,
ktera obsahuje dvé vazebna mista a jadernou lokalizacni sekvenci, by mél tento usek
molekuly prokaspasy-2 chranit i pfed proteolyzou. Byla provedena limitovana proteolyza
jak samotnych proteint, tak jejich komplexu, enzymy trypsinem a chymotrypsinem
v postupnych ¢asovych intervalech. Samotny protein 14-3-3( byl k obéma proteasam zcela
rezistentni. Samotna prokaspasa-2 byla velmi sensitivni k proteolytické degradaci trypsinem
1 chymotrypsinem, vazba 14-3-3( vSak jeji proteolyzu znacné potlacila. Analyza Stépenych
fragmenti  metodou hmotnostni  spektrometrie  ukazala, Ze misto rozStépeni

155 Misto se nachazi na spojnici mezi

aminokyselinového fetézce prokaspasy-2 bylo za Arg
ob&ma vazebnymi fosforylaénimi misty Ser'* a Ser'® a je soucasti NLS. Toto misto bylo

vazbou proteinu 14-3-3C kryto a chranéno a proteolyza zde byla zpomalena (obr. 13).
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Obr. 13: Limitovana proteolyza prokaspasy-2 samotné a v komplexu s proteinem 14-3-3

enzymy trypsinem (4) a chymotrypsinem (B) v casovych intervalech 0, 10, 20 a 30 minut.

4.1.7. 14-3-3y interaguje v komplexu s prokaspasou-2 (dp) s C-terminalni ¢asti jeji
domény p12, ktera je zapojena do dimerizace kaspasové molekuly

Strukturni analyza komplexu prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3( ukdazala, ze molekuly
prokaspasy-2 a 14-3-3( spolu v komplexu interaguji nejen skrz dvé vazebna fosforylacni
mista, ale také ostatnimi ¢astmi obou molekul. Takovou €asti je 1 C-terminalni ¢ast domény
p12 prokaspasy-2, ktera je zodpovédna za dimerizaci, kterou zacina aktivace prokaspasové
molekuly. Pro potvrzeni pfedpokladu, ze protein 14-3-3 blokuje sekvenci prokaspasy-2,
ktera je nezbytna pro jeji dimerizaci, a tim se podili na regulaci aktivace prokaspasy-2, byla

zvolena metoda H/D vymény spojenda s hmotnostni spektrometrii.
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Pro tuto metodu byla nejprve vybrana vhodné isoforma proteinu 14-3-3. Dle
vysledkt metody fluorescencné polarizacni eseje, metody diferencni skenovaci fluorometrie
(DSF) a metody SV AUC byla vybrana isoforma gama proteinu 14-3-3 ve sv¢ standardni
délce, nebot’ tato isoforma tvofila s fosfopeptidem prokaspasy-2 pS!**+pS'®* nejstabilngjsi
komplex. Méteni DSF provedla Miroslava Alblova a méfeni SV AUC Olivia Petrvalska.

Metoda H/D vymény spojena s hmotnostni spektrometrii ukazala useky molekuly
prokaspasy-2, ve kterych nastaly konformac¢ni zmény po fosforylaci molekuly, a tiseky, které
v ptipad¢ vytvoreni komplexu se 14-3-3y odolavaji zménam a jsou tedy zahrnuté v protein-
proteinové interakci. Porovnani vysledkd deuterizace nefosforylované prokaspasy-2 a
prokaspasy-2 (dp) ukdzalo na konformacni zmény zpisobené fosforylaci v useku
fosforylaéniho mista Ser!® (135-146), kde byla pozorovana pomalejsi izotopova vyména.
Me¢éieni deuterizace prokaspasy-2 (dp) v komplexu se 14-3-3y zaznamenalo dalsi pokles
izotopové vymény oproti samotné prokaspase-2 (dp), a to jak v jiz zmifiovaném tseku Ser'*’
(135-146), tak také v doméné p12 (408-413), coz sved¢i o protekei téchto tsekll prokaspasy-
2 (dp) vazbou se 14-3-3y (obr. 14). Nebot tsek aminokyselin 408-413 tvoii C-terminalni
helix domény p12, ktery je zapojeny do dimerizace molekuly prokaspasy-2 (Schweizer et
al., 2003; Tang et al., 2011), miizeme usuzovat, ze vazba 14-3-3y na molekulu prokaspasy-
2 ma inhibi¢ni vliv na jeji dimerizaci a tim i aktivaci. Méteni HDX-MS a jeji analyzu
provedli Frantisek Filandr a Petr Man z Mikrobiologického tistavu AV CR, Biocev. Mym
ukolem bylo pfipravit proteiny prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3y v dostatecné Cistoté

a potfebnych koncentracich.

4.1.8. Krystalova struktura komplexu 14-3-3yAC s dvojité fosforylovanym peptidem
prokaspasy-2 pS139+pS164

Ptes vSechny biofyzikalni a biochemické metody nebylo dosud popsano, jak se
konkrétng vaze isek prokaspasy-2, ktery zahrnuje fosforyla¢ni mista Ser'>® a Ser'®* a linker
mezi témito dvéma misty obsahujici NLS, k proteinu 14-3-3. Proto bylo vhodné vyftesit
krystalovou strukturu komplexu dvojité fosforylovaného peptidu prokaspasy-2 obsahujiciho
tato mista s proteinem 14-3-3yAC.

14-3-3yAC (rezidua 1-234) je zkracena forma proteinu 14-3-3y o C-termindlni
flexibilni Gsek, ktery je neusporadany a v krystalovych strukturach neviditelny. Fosfopeptid
prokaspasy-2 byl dlouhy 34 aminokyselin v rozsahu Asp'*> — Lys!®®. Podafilo se vyfesit

krystalovou strukturu tohoto komplexu s rozlisenim 2.7 A. Dostate¢na elektronova densita
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Obr. 14: HDX-MS - vazebné rozhrani molekul prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3y. Zmapované

zmeény v kinetice deuterizace u molekuly prokaspasy-2 (dp) po zformovani komplexu se 14-
3-3y.

byla zaznamenana u aminokyselin Asp'**>-Cys'® a Glu!®2-Asp!®®. Krystalova struktura
ukézala fosfopeptid vdzany uvniti centralniho kanalu 14-3-3 dimeru, se Ser'* vazanym ve

vazebném zlabku jednoho protomeru a se Ser'®* vazanym ve vazebném Zlabku protomeru
druhého (obr. 15).

A Peptidy kaspasy-2
pS164 pS139

14-3-3AC dimer

Obr. 15: Krystalova struktura fosfopeptidu prokaspasy-2 pS'>°+pS'** vizaného k dimeru

14-3-3yAC (PDB ID: 6SAD). Prerusovana zluta linka na obrazku B znaci sekvenci linkeru

139

mezi Ser'’® a Ser'®, ktera nebyla v krystalové struktuie viditelna.
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V okoli fosforylaéniho motivu Ser!®* byla s dostateénou elektronovou densitou
identifikovdna pouze 4 aminokyselinova rezidua Glu'®2-Asp'®, coz podporuje jiz zjistény
fakt (fluorescencné polarizacni esej, HDX-MS, viz. vyse), Ze toto misto je sekundarni
vazebné misto prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3 s nizs$i afinitou. Okoli fosforylacniho motivu
Ser'* je pevné vazano polarnimi vazbami ve vazebném Zlabku druhého protomeru. Vazbu
linkeru mezi Ser'*® a Ser'®* bylo mozné vystopovat z N-terminalni ¢asti az po Cys'*®, 1ze
tedy fici, Ze tato ¢ast linkeru je zapojena do vazby s proteinem 14-3-3y. C-terminalni ¢ast
linkeru mezi rezidui Cys'*-Glu'®? je neuspoiadana a patrné netvoii zadné dalsi vazby
s proteinem 14-3-3y (obr. 16). Krystalizace probéhla pod dohledem prof. RNDr. Toméase

Obsila, Ph.D. na Piirodovédecké fakult¢ UK v Praze, pocitatovou analyzu krystalové

struktury provedla vedouci projektu RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.
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Obr. 16: Detail vazby fosfopeptidu prokaspasy-2 pS'**+pS'%* ve vazebnych Zlabcich obou
protomerii 14-3-3yAC. Modre je naznacena elektronova hustota, kaspasova rezidua jsou

Cervend, rezidua 14-3-3 cerna. Cerné prerusované cary znaci polarni vazby.
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Obr. 17: Fotografie krystalit komplexu dvojité fosforylovaného peptidu prokaspasy-2
pSB3%+pS154 s proteinem 14-3-3yAC. Komplex v roztoku se slozenim 20 mM HEPES pH 7.0,
200 mM MgCl> a 2 mM TCEP, ve kteréem byla koncentrace 14-3-3yAC 16 mg/ml a molarni
pomer 14-3-3yAC:peptid byl 2:1.1, byl smichan se srazecim pufrem ve slozeni 100 mM
HEPES, 200 mM MgCl, 27% PEG400, 1% hexafluoro-2-propanol v poméru 1:1 a
krystalovan ve visicich kapkach o objemu 4 ul pri 20 °C. Délka krystalu je 300 — 500 uM.
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4.2. Charakterizace vazby CaMKK2 s proteinem 14-3-3y

Publikace €. 4: Psenakova, K., Petrvalska, O., Kylarova, S., Lentini Santo, D., Kalabova,
D., Herman, P., Obsilova, V., Obsil, T., 2018. 14-3-3 protein directly interacts with the
kinase domain of calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaMKK2). Biochim

Biophys Acta Gen Subj 1862, 1612—1625. https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.04.006

4.2.1. CaMKK2 tvori stabilni komplex s proteinem 14-3-3y, a to i v pFitomnosti pouze
jednoho fosforylaéniho mista

Uvazovana vazebna mista v molekule CaMKK?2 byla Ser'® a Ser’!!

. Analyzovana
¢ast molekuly CaMKK?2 byla proto zkracena na usek rezidui 93-517 obsahujici tyto vazebné
motivy, mezi nimiz se nachazi kinasovd doména a Ca*'/CaM vazebnd doména. Pro
zabranéni autofosforylace byla do molekuly CaMKK2 vnesena mutace katalytického
aspartatu D330A. V pfipravnych experimentech bylo zjisténo, ze molekula CaMKK2 ma

495

Styfi fosforylaéni mista pro PKA - Ser'®, Thr'#®, Ser St

a Ser’"'. Analogicky dle molekuly

CaMKK 1 byla navrzena vazebna mista pro protein 14-3-3, a to Ser'® a Ser’!!. Pro piipravu

jasné definovaného proteinu vhodného pro strukturni analyzu byla druh4 dvé mista Thr'*® a

S er495

mutovana na alanin. Dalsi mutagenezi S100A a S511A byly téz pfipraveny varianty
CaMKK2 pouze s jednim vazebnym mistem pro 14-3-3. Varianty vyslednych mutantt byly
oznaéeny CaMKK2-S'® (obsahujici fosforyla¢ni misto Ser'®’), CaMKK2-S3!! (obsahujici
fosforylaéni misto Ser’!'!) a CaMKK2-S!%%3!! (obsahujici obé fosforyla¢ni mista).
Fosforylace vSech tii variant mutantnich molekul CaMKK?2 byla ovéfena hmotnostni
spektrometrii. Byla zjisténa pouze 50% fosforylace Ser’'! oproti Ser'®. Formovéni
komplexu s proteinem 14-3-3y bylo ovéteno nativni TBE-PAGE. Z experimentu vyplynulo,

ze CaMKK2 tvoii stabilni komplex s proteinem 14-3-3y, a to 1 v pfitomnosti pouze jednoho

fosforylacniho mista (obr. 18).

4.2.2. Strukturni analyza komplexu CaMKK?2 s proteinem 14-3-3y

Strukturni analyza komplexu CaMKK2-S!%3!! s 14-3-3y zahrnovala studii chovéani
komplexu pii analyze SV AUC. Komplex sedimentoval s hodnotou swow) 5.72 S, coz
odpovidd molekulové hmotnosti 111 kDa a stechiometrii komplexu 2:1, kdy dimer 14-3-3
vaze jednu molekulu CaMKK?2. Zdanliva rovnovazna disociacni konstanta byla stanovena

na < 0.4 uM.
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Obr. 18: Nativni TBE-PAGE. Interakce 14-3-3y s CaMKK?2 (93-517) fosforylovanou na
Ser!® (4), Ser’'! (B) nebo na obou mistech Ser'”’ a Ser’!! (C).

Byly provedeny funkéni studie kinasové aktivity pomoci inkorporace y-[*>P]-ATP a

zarovenl méfeni Casové zavislé defosforylace CaMKK2 (fosforylované pomoci PKA)

52



enzymem PP1. Bylo zjisténo, Ze protein 14-3-3 svou vazbou neinhibuje aktivitu CaMKK?2,
ale spiSe zpomaluje defosforylaci molekuly.

Strukturni studie zahrnovaly krystalizaci fosforylovanych peptidi CaMKK2,
obsahujicich vzdy jedno z vazebnych mist, Ser'® ¢&i Ser’!!, s proteiny 14-3-3yAC a 14-3-
3CAC. Dale charakterizaci komplexu fosforylovaného CaMKK2-S'® s proteinem 14-3-
3yAC metodou SAXS, kterd potvrdila stechiometrii komplexu ziskanou pomoci SV-AUC a
nastinila celkovy tvar komplexu a umisténi molekul vii¢i sobé. Ziskana molekulova obalka
méla asymetricky protahly tvar, pfi¢emz vétSina molekuly CaMKK?2 neni zanofena
v centralnim Zzlabku 14-3-3, ale je spiSe pfipojena na boku dimeru 14-3-3. Molekula
CaMKK?2 interaguje s dimerem 14-3-3yAC jednak oblasti, kde se nachazi N-termindlni
fosforylovany motiv Ser'%, ale také pfimym kontaktem mezi kinasovou doménou CaMKK?2
a povrchem 14-3-3. Cely komplex je velmi flexibilni.

Meéfteni Casoveé rozliSeného dohasinadni intensity fluorescence a ¢asové rozliSeného
dohasinani anizotropie fluorescence poskytlo pfedstavu o konformacnich zménach béhem
vazby molekuly CaMKK2-S!% na protein 14-3-3y.

Méireni SV AUC, studie kinasové activity, krystalizaci komplexu 14-3-3 s
fosfopeptidy CaMKK?2, mefeni SAXS a fluorescencni metfeni provedla Katetfina PSendkova
a ostatni spoluautofi publikace. Mym ukolem byla piiprava proteind, pfiprava konstruktt
CaMKK?2 s kombinacemi mutaci fosforyla¢nich mist, ptiprava konstruktu CaMKK2 bez
tryptofanu a jedno-tryptofanovych mutantli, ptfiprava neaktivnich mutanti AMPKA2 a
CAMKI1D jako substratii pro méteni aktivity CaMKK?2 a ovéfeni tvorby komplexi pomoci
TBE-PAGE.
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5. Diskuse

Kaspasa-2 se ucastni reakci, které¢ rozhoduji o pteziti bunky ¢i o jejim zaniku.
Reaguje na extra i intracelularni apoptotické stimuly a spousti kaskadu déji vedoucich
k apoptose. Regulace aktivace kaspasy-2 je pro tyto pochody kli¢ovym bodem. Kaspasa-2
se vyskytuje v buikkach ve formé neaktivniho zymogenu (prokaspasa-2) a regulace jeji
aktivace probiha posttranslacné, stejn¢ jako u ostatnich kaspas.

Fosforylace pomoci kinasy CaMKII popsana u X. laevis na Ser'® (Ser'®* u lidské
kaspasy-2) vede k vazbé& proteinu 14-3-3, ktery udrzuje prokaspasu-2 v inhibovaném
nematurovaném stavu. Defosforylaci fosfatasou PP1 se prokaspasa-2 uvolni z vazby
s proteinem 14-3-3, dojde k vazbé s adaptorovymi proteiny a k okamzité aktivaci (Nutt et
al., 2009, 2005). U lidské prokaspasy-2 existuji dalsi tii fosforylacni mista zapojend do
regulace jeji aktivity. Je to Ser'’, cil proteinkinasy CK2, jehoz fosforylace oslabuje aktivaci
prokaspasy-2 (Shin et al., 2005); Ser**’, cil CDK 1 (z angl. cyclin-dependent kinase 1), jehoZ
fosforylace inhibuje autolytické Stépeni prokaspasy-2 béhem maturace a chrani tim bunky
pied apoptosou b&hem mitotické ¢asti bun&éného cyklu (Andersen et al., 2009), a Ser'*, cil
dosud neidentifikované kinasy, jehoz fosforylace mtize byt zapojena do tumorsupresivnich
funkci kaspasy-2 (Ren et al., 2012). Bioinformatické analyzy naznacily, Ze Ser'*® by mohl
byt u ¢lovéka spolu se Ser'®* vazebnym mistem pro regulacni protein 14-3-3, coz je také
v souladu s vyskytem dvou fosforylacnich mist vzdéalenych od sebe pfiblizn¢ 20
aminokyselin i u mnoha dal$ich vazebnych partnerii protein 14-3-3 (Alblova et al., 2017;
Molzan and Ottmann, 2012; Rittinger et al., 1999; Rose et al., 2012; Sluchanko et al., 2017).

Z nadi studie vyplynulo, Ze obé fosforylaéni mista Ser'*” i Ser'®* se podileji na vazbé
prokaspasy-2 s proteinem 14-3-3C. Navic bylo zjiSténo, Ze pro vytvoreni komplexu mezi
témito dvéma proteiny je potieba obou fosforylovanych serinti Ser'*® i Ser'®* (obr. 11).
Rozdil ve vazebné afinité peptida prokaspasy-2, které obsahovaly po jednom
fosforylovaném motivu (pS'® nebo pS!®*) nebo oba motivy najednou (pS'**+pS!®#) (obr.
9A), ukazal, ze dominantni funkci ve vazb¢ prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3( ma vazebné
misto obsahujici pSer'*’; vazebné misto obsahujici pSer!®* je sekundarni. Je vsak
nepostradatelné pro plnou biologickou aktivitu enzymu (obr. 9B) (Yafte, 2002).

Ze srovnani vazebné afinity prokaspasy-2 (123-452) o hodnoté Kp 230 + 30 nM,
s vazebnou afinitou fosfopeptidu prokaspasy-2 pS'**+pS!'®*, ktera byla v mikromolarnim
rozpéti, vyplynulo, Ze na vazbé prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3( se podili i ostatni ¢asti
molekuly prokaspasy-2. Tato skuteCnost byla popséna jiz diive u komplexti 14-3-3 se
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serotonin N-acetyltransferasou (AANAT) (Obsil et al., 2001), neutrdlni trehalasou (Nth1)
(Alblova et al., 2017) a heat shock proteinem HSPB6 (Sluchanko et al., 2017).

Hypotézu, Zze do vazby molekuly prokaspasy-2 k proteinu 14-3-3( jsou krome
vazebnych fosforylovanych motivli zapojeny také ostatni ¢asti molekuly prokaspasy-2,
podpoftilo vytvotfeni strukturniho modelu zalozeném na datech z méfeni SAXS a
vzdalenostnich omezenich 14-3-3y a domény p12 ziskanymi pomoci chemického zesiténi
kombinovaného s hmotnostni spektrometrii. N-terminalni ¢ast prokaspasy-2 obsahujici
linker s vazebnymi misty Ser'*® a Ser'®* je zanofena u dna centralniho Zlabku dimeru 14-3-
3C. Konstrukt pouzity pro tuto studii postradal N-terminalni prodoménu CARD nezbytnou
pro vazbu adaptorovych proteint, je-li vSak linker mezi CARD a p19 doménou skryty uvnitt
dimeru 14-3-3, miizeme usuzovat, ze i prodoména CARD je s dimerem 14-3-3 v tésném
kontaktu. Z nasSich métfeni dale vyplyva, ze také vétSina malé katalytické podjednotky p12
prokaspasy-2 je uvnitt centralniho zlabku 14-3-3C a jeji helix a7 interaguje s klickou mezi
helixy H3 a H4 proteinu 14-3-3C. Pozice domén p12 a p19 prokaspasy-2 jsou stabilizovany
interakei s helixy H9 obou protomert 14-3-3C (obr. 12). Tyto vysledky byly potvrzeny 1
méfenim H/D vymény spojené s hmotnostni spektrometrii, kdy po vytvoreni komplexu
prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3y klesla mira izotopové vymény jak v oblasti vazebného mista
Ser'®® (isek aminokyselin 135-146), tak také v misté C-terminalniho helixu a7 v
doméné p12 (408-413), coz svédci o protekei téchto usekli prokaspasy-2 (dp) proteinem 14-
3-3y (obr. 14).

Proenzym kaspasy-2 je aktivovan vazbou na vysokomolekularni komplex slozeny
z adaptorovych proteinli, ve kterém ziskaji molekuly prokaspasy-2 vhodnou prostorovou
orientaci pro naslednou autoproteolyzu (Park et al., 2007). Je odstépena prodoména CARD
a linkery mezi doménami a vznika maturovana aktivni kaspasa-2 jako heterodimer slozeny
ze dvou pl9 a dvou pl2 katalytickych podjednotek. Bylo prokazano, ze dimerizace
prokaspasy-2 vyzaduje jak doménu CARD, tak aminokyselinovd rezidua z C-koncové
domény p12 (Butt et al., 1998; Schweizer et al., 2003; Tang et al., 2011). Nase data ukézala,
ze oba regiony potiebné pro dimerizaci prokaspasy-2 jsou v tésném kontaktu s molekulou
dimeru 14-3-3, a proto zptisob, kterym 14-3-3 inhibuje aktivaci prokaspasy-2, muze byt
cestou zabranéni oligomerizace prokaspasy-2 a/nebo jeji vazby na adaptorové proteiny.

Kaspasa-2 se jako jedina s kaspas vyskytuje nejenom v cytoplazmé buiiky, ale také
jadre. V zévislosti na druhu podnétu ma dva oddélené aktivacni profily. Zasahy do bunky
poskozujici DNA vyvolavaji aktivaci prokaspasy-2 v jadie, zatimco aktivace v cytoplasmé

je odezvou na jiné stresové podnéty (Ando et al., 2017). Lokalizace prokaspasy-2 je fizena
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jadernou lokaliza¢ni sekvenci, kterd je umisténa piesné¢ mezi obéma 14-3-3 vazebnymi
motivy Ser'* a Ser'®* v linkru mezi prodoménou CARD a velkou podjednotkou p19
katalytick¢ domény prokaspasy-2 (Baliga et al., 2003; Mancini et al., 2000; O’Reilly et al.,
2002). Krystalicka struktura dvojité fosforylovaného peptidu prokaspasy-2 pS!*+pS!6+
v rozsahu aminokyselin 135-168 potvrdila, Ze k interakci mezi proteinem 14-3-3yAC a
prokaspasou-2 jsou nutné oba fosforylované vazebné motivy Ser'* a Ser!®, a také nalezla
dalsi interakce mezi linkerem spojujicim tyto dva motivy a 14-3-3yAC (obr. 16). Jelikoz je
tato oblast prokaspasy-2 zanoiena do centralniho zlabku dimeru 14-3-3, miZeme usuzovat,
ze protein 14-3-3 pfi vazbé na prokaspasu-2 kryje jeji NLS a mlze tak inhibovat aktivaci
kaspasy-2 prostrednictvim jeji lokalizace.

Strukturni analyza dale potvrdila, Ze Ser'* je dominantnim vazebnym mistem, které
je se svym okolim pevné€ vazano polarnimi vazbami ve vazebném zldbku jednoho protomeru
14-3-3, kdezto Ser'®* lezi v neuspotadané C-termindlni ¢asti linkeru prokaspasy-2 s nizsi
afinitou k povrchu protomeru druhého. Pro formovani komplexu jsou vSak nutna ob¢ tato
fosforylovana mista. Fosforylace Ser'*® vyvol4 interakci s regulaénim proteinem 14-3-3,
ktera je doplnéna a stabilizovana interakci s druhym sekundarnim fosforylovanym motivem
Ser!'®* s niz§i afinitou (Yaffe, 2002).

Dal§im vazebnym partnerem proteini 14-3-3, u kterého byla provedena
charakterizace interakce, je kinasa CaMKK?2. Mezi ¢tyimi kandidatnimi fosforyla¢nimi
vazebnymi misty byla potvrzena dvé mista, a to Ser!®’ a Ser’!!, kterd se ti¢astni vazby s
proteinem 14-3-3y. Podobné jako u prokaspasy-2, i zde byl pomér molekul v komplexu 1:2,
tedy jedna molekula CaMKK2 se vaze k dimeru 14-3-3y. Metodou nativni elektroforesy v
TBE pufru bylo zjisténo, ze k vytvoieni komplexu staci pouze jedno fosforylované vazebné
misto. Strukturni analyza komplexu vSak ukézala, ze zatimco komplex 14-3-3y s CaMKK2-
S109 je velmi flexibilni a ma asymetricky protahly tvar, pitomnost druhého fosforylovaného
vazebného mista Ser’!' zvysila celkovou stabilitu komplexu a sniZila konformaéni
flexibilitu. Dal8§i méfeni pfinesla zjisténi, Ze protein 14-3-3 neinhibuje aktivitu kinasy
CaMKK?2, podobné jako je tomu u strukturné¢ podobné¢ CaMKKI1 (Davare et al., 2004;
Ichimura et al., 2008), ale spiSe zpomaluje jeji defosforylaci. To naznacuje, ze isoformy
CaMKK se lisi v regulaci zprostfedkované 14-3-3, patrné kvali rozdilim v jejich

biochemickych vlastnostech (Anderson et al., 1998; Tokumitsu et al., 2000).
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6. Zavér

Cilem disertacni prace bylo popsat mechanismus inhibice lidské kaspasy-2
prostiednictvim regulacnich proteini 14-3-3. Proteiny 14-3-3 interaguji se svymi ligandy
prostiednictvim fosforylovanych vazebnych motivli. Mechanismus regulace aktivity
ruznych liganda se lisi. Svou vazbou mohou naptiklad piimo zménit konformaci vazebného
partnera, mohou maskovat jeho vazebny povrch anebo vazbou dvou ligandi mohou
zprosttedkovat nové interakce. Jednim z vazebnych partneri je kaspasa-2, enzym plsobici
v kaskad¢ déja vedoucich k apoptose. Inhibice aktivace kaspasy-2 proteinem 14-3-3 byla
popsana v souvislosti s energetickou bilanci bunky u oocyt X. /laevis a pozdéji také u mysi
(Nutt et al., 2009, 2005), nebyla vSak popsana molekularni podstata této regulace.

Zakladnim pfedpokladem bylo vypracovani protokolu na expresi a purifikaci stabilni
a solubilni formy enzymu kaspasy-2 v dostatecném mnozstvi a €istote.

Z dosavadnich poznatkii a bioinformacni analyzou byla predikovana dvé mozna

? a Ser'®*. Byla vytvofena neaktivni

vazebna mista v molekule prokaspasy-2, a to Ser'?
varianta prokaspasy-2, ktera nepodléhala proteolytickému Stépeni a obsahovala linker s
vazebnymi misty pro protein 14-3-3, ktery se jinak pii maturaci enzymu odstépuje. Byla
vytvofena varianta neaktivni prokaspasy-2, kde byla predikovand mista Ser'*® a Ser!'¢*
upravena tak, aby mohla byt fosforylovana PKA.

Metodami AUC a nativni elektroforésy v TBE pufru bylo potvrzeno, ze prokaspasa-
2 fosforylovana na obou serinech Ser!*” a Ser!® tvoii stabilni komplex s proteinem 14-3-3(.
Navic bylo zjisténo, ze tento komplex se tvoii pouze tehdy, jsou-li ob¢ tato mista
fosforylovana.

Fluorescencné polarizaéni esej, kterd sledovala vazbu prokaspasovych fosfopeptidi
k 14-3-3(, odhalila, Ze vazebna afinita fosfopeptidi obsahujicich vzdy jeden Ser'*° nebo
Ser!® neni stejna. Ser!'* s vysokou vazebnou afinitou se jevi jako primarni misto vazby,
kterou doplituje sekundarni vazba Ser!®*, kter je nizkoafinitni, aviak nutna pro uplnou
biologickou aktivitu.

Metodou AUC byl urcen stechiometricky pomér v komplexu prokaspasy-2 (dp) se
14-3-3(, a to 1:2, kdy jedna molekula prokaspasy-2 (dp) se vaze k dimeru 14-3-3(. Byla
stanovena hodnota zdanlivé disociacni konstanty proteinového komplexu Kp 230 £ 30 nM.

Strukturnim modelovanim zaloZzeném na vysledcich ze SAXS a chemického zesiténi
byl vytvofen model komplexu, ktery ukazal jeho kompaktni tvar, ve kterém je molekula

164

prokaspasy-2 (dp) svym linkerem s vazebnymi misty Ser'*” a Ser'®* a také C-termindlni ¢asti
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podjednotky pl2 zanotfena do centralniho Zzlabku dimeru 14-3-3( a cela molekula
prokaspasy-2 (dp) je stabilizovana interakci s helixy H9 obou protomerti proteinu 14-3-3C.
Z modelu vyplynulo, Ze na interakci mezi proteiny se podili kromé& vazebnych mist Ser!* a
Ser!® i ostatni ¢4sti obou molekul. S timto zjisténim jsou v souladu i vysledky mé&teni HDX-
MS, které odhalily mista kontaktu molekuly prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3y. Také rozdil ve
vazebné afinité fosfopeptidl prokaspasy-2 s disociacni konstantou v mikromolarnim rozpéti
a afinit¢ molekuly prokaspasy-2 (dp) (123-452) s disociaéni konstantou v rozpéti
nanomolarnim potvrzuje podil dalSich ¢asti molekul na vzajemné vazbé.

Nebot’ protein 14-3-3 svou vazbou prostorové obklopuje malou katalytickou
podjednotku pl2 prokaspasy-2, kterda se ucastni jeji oligomerizace, usuzujeme, ze
mechanismus inhibice aktivace prokaspasy-2 proteinem 14-3-3 muze byt v blokovani jeji
oligomerizace béhem maturace a/nebo blokovani jeji vazby na adaptorové proteiny.

Krystalizace fosfopeptidu prokaspasy-2 obsahujicim ob& vazebnd mista Ser'* a
Ser'® v rozpéti aminokyselin 135-168 s proteinem 14-3-3yAC dala piedstavu o detailnim
postaveni aminokyselin ve vazebném misté. Krystalova struktura komplexu ukdazala, Ze
protein 14-3-3 svou vazbou téz obklopuje jadernou lokaliza¢ni sekvenci, ktera se nachazi
v molekule prokaspasy-2 na spojnici mezi vazebnymi motivy Ser!'*® a Ser'®*. Proto dal§im
moznym mechanismem vlivu proteinu 14-3-3 na jeji aktivaci mize byt blokovani jeji
translokace z cytoplasmy do jadra a nasledné aktivace v jadru buinky, ke které dochézi
v ptipadech poskozeni dvouSroubovicové DNA.

V projektu charakterizace vazby proteinu 14-3-3 ke kinase CaMKK2 bylo o¢ekavano
pozorovani inhibice aktivity kinasy, podobn¢ jako je tomu u jejiho isomeru CaMKK1. Tento
jev nebyl potvrzen, pozorovéano bylo spiSe zpomaleni defosforylace CaMKK?2 po vazbé na
protein 14-3-3. Byla identifikovana dvé vazebn4 mista v molekule CaMKK2, a to Ser'® a

SerSll

. Metoda TBE-PAGE odhalila, ze k vytvofeni komplexu mezi molekulami staci pouze
jedno fosforylované misto, nicméné strukturni analyzy komplexti 14-3-3y s molekulami
CaMKK?2-S'% a CaMKK2-S'95!! ykazaly, Ze vazba obou fosforylovanych mist najednou

prispéje k celkové stabilit¢ komplexu a snizeni jeho konformacni flexibility.
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7. Souhrn

Kaspasa-2 je jednim z enzymt v kaskadé déju vedoucich k apoptose. Ma vyznamnou
ulohu v rozhodovani o osudu buriky, a proto je regulace jejiho zapojeni do apoptotickych
déji velmi vyznamnd. Naplni této disertacni prace bylo objasnéni jednoho ze zpusobl
regulace aktivity lidské kaspasy-2, a to prostiednictvim jeji posttranslaéni modifikace
fosforylace a nasledné vazby regulacniho proteinu 14-3-3. Proteiny 14-3-3 jsou rodina
konzervovanych multifunkénich regulac¢nich bilkovin, které specificky interaguji s
fosforylovanymi ligandy prostfednictvim piesné definovanych vazebnych motivl. V této
studii bylo potvrzeno, ze protein 14-3-3 se vaze na dvé fosforylatni mista v molekule
prokaspasy-2 umisténa v linkeru mezi N-termindlni prodoménou CARD a velkou
katalytickou podjednotkou p19. Komplex tvofi jedna molekula prokaspasy-2 vazana na
dimer 14-3-3, se silnou vazebnou afinitou o hodnoté zdanlivé disociaéni konstanty
v nanomolarnim rozpéti. Komplex ma kompaktni tvar, ve kterém je molekula prokaspasy-2
¢astecné zanotena do centralniho zlabku dimeru a stabilizovana C-terminalnimi helixy obou
protomerti proteinu 14-3-3. Na dné centralniho kanalu dimeru je vézana cast molekuly
prokaspasy-2 obsahujici fosforylovana vazebna mista Ser'*® a Ser'®*, jadernou lokaliza¢ni
sekvenci a také malou katalytickou podjednotku p12. Vzhledem k t€émto mistim interakce
1ze usuzovat, ze jednim ze zplisobu regulace prokaspasy-2 proteinem 14-3-3 je inhibice jeji
oligomerizace a/nebo vazby na adaptorové proteiny. Druhym moznym zptisobem je regulace
aktivace prostfednictvim lokalizace v buice.

Nasledkem poskozené apoptotické odpoveédi jsou cCetné bunécné poruchy jako
genomova nestabilita, poskozeni bunécného cyklu, poskozeni odpovédi na oxidacni stress a
pfedcasné starnuti buiiky (Dorstyn et al., 2012; Shalini et al., 2012). Takové poruchy na
druhou stranu ¢ini buiiku vice susceptibilni pro chemoterapeutika (Ando et al., 2017). Tato
skutecnost otevirda nové terapeutické moznosti a potvrzuje dualezitost studia aktivace a
aktivity kaspasy-2.

CaMKK?2 je ¢len rodiny kalcium/kalmodulin dependentnich kinas podilejicich se na
celé fadé¢ pochodi v organismu jako je regulace adipozity, homeostasa glukosy,
hematopoesa nebo rakovina. Samotny gen CaMKK2 ma nejsilnéjsi expresi v mozku a
ovlivituje signalni kaskady souvisejici s ucenim a paméti, diferenciaci a migraci neuront,
rustem neuritli a tvorbou synapsi (Hatsuda et al., 2023; Lee et al., 2022; Najar et al., 2021).
Porozuménim mechanismu regulace aktivity této kinasy prostfednictvim proteinu 14-3-3 se
vyzkum mitize priblizit k vysvétleni pfic¢in poruch s kinasou spojenych.
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8. Summary

Caspase-2 acts as one of the enzymes in the cascade of reactions leading to apoptosis.
It plays an important role in cell fate decision and therefore regulation of its involvement in
apoptosis is very important. The aim of this thesis was to elucidate one of the ways of
regulation of human caspase-2 activity, namely its post-translational modification by
phosphorylation and subsequent binding of the scaffolding protein 14-3-3. The 14-3-3
proteins are a family of conserved multifunctional regulatory proteins that specifically
interact with phosphorylated ligands via well-defined binding motifs. In this study, it was
confirmed that the 14-3-3 protein binds to two phosphorylation sites in the procaspase-2
molecule located within the linker between the N-terminal CARD prodomain and the large
catalytic subunit p19. The complex consists of a single procaspase-2 molecule bound to the
14-3-3 dimer, with a strong binding affinity. The complex has a compact shape in which the
procaspase-2 molecule is partially embedded in the central groove of the dimer and stabilized
by interactions with the C-terminal helices of both 14-3-3 protomers. Sterically occluded
within the central groove of the dimer is a sequence of the procaspase-2 molecule containing
phosphorylated Ser'*” and Ser!® binding sites, a nuclear localization sequence, as well as a
small catalytic subunit, p12. Given these interaction sites, it can be inferred that a possible
way of inhibition of procaspase-2 by 14-3-3 protein is through preventing its oligomerization
and/or binding to adaptor proteins. The second possible mode of inhibition is through
cellular localization.

The impaired apoptotic response results in numerous cellular defects such as
genomic instability, cell cycle impairment, incorrect response to oxidative stress, and
premature cell aging (Dorstyn et al., 2012; Shalini et al., 2012). Such disturbances, in turn,
make the cell more susceptible to chemotherapeutic agents (Ando et al., 2017). This fact
opens new therapeutic possibilities and confirms the importance of caspase-2 activation and
activity study.

CaMKK?2 is a member of a family of calcium/calmodulin-dependent kinases
involved in a variety of processes in the body. The CaMKK2 gene itself has the strongest
expression in the brain and influences signalling cascades related to learning and memory,
neuronal differentiation and migration, neurite outgrowth, and synapse formation (Hatsuda
et al., 2023; Lee et al., 2022; Najar et al., 2021). By understanding the mechanism of
regulation of this kinase activity by the 14-3-3 protein, research may move closer to
explaining the causes of kinase-related disorders.

60



9. Literatura

Acehan, D., Jiang, X., Morgan, D.G., Heuser, J.E., Wang, X., Akey, C.W., 2002. Three-
dimensional structure of the apoptosome: implications for assembly, procaspase-9
binding, and activation. Mol. Cell 9, 423-432. https://doi.org/10.1016/s1097-
2765(02)00442-2

Adams, P.D., Afonine, P.V., Bunkoczi, G., Chen, V.B., Davis, L W., Echols, N., Headd,
J.J., Hung, L.-W., Kapral, G.J., Grosse-Kunstleve, R.W., McCoy, A.J., Moriarty,
N.W., Oeftner, R., Read, R.J., Richardson, D.C., Richardson, J.S., Terwilliger,
T.C., Zwart, P.H., 2010. PHENIX: a comprehensive Python-based system for
macromolecular structure solution. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 66, 213—
221. https://doi.org/10.1107/S0907444909052925

Alblova, M., Smidova, A., Docekal, V., Vesely, J., Herman, P., Obsilova, V., Obsil, T.,
2017. Molecular basis of the 14-3-3 protein-dependent activation of yeast neutral
trehalase Nthl. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 114, E9811-E9820.
https://doi.org/10.1073/pnas.1714491114

Alnemri, E.S., Livingston, D.J., Nicholson, D.W., Salvesen, G., Thornberry, N.A., Wong,
W.W., Yuan, J., 1996. Human ICE/CED-3 protease nomenclature. Cell 87, 171.
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81334-3

Andersen, J.L., Johnson, C.E., Freel, C.D., Parrish, A.B., Day, J.L., Buchakjian, M.R.,
Nutt, L.K., Thompson, J.W., Moseley, M.A., Kornbluth, S., 2009. Restraint of
apoptosis during mitosis through interdomain phosphorylation of caspase-2. EMBO
J. 28, 3216-3227. https://doi.org/10.1038/emb0j.2009.253

Anderson, K.A., Means, R.L., Huang, Q.H., Kemp, B.E., Goldstein, E.G., Selbert, M.A.,
Edelman, A.M., Fremeau, R.T., Means, A.R., 1998. Components of a calmodulin-
dependent protein kinase cascade. Molecular cloning, functional characterization
and cellular localization of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase beta.
J. Biol. Chem. 273, 31880-31889. https://doi.org/10.1074/jbc.273.48.31880

Ando, K., Parsons, M.J., Shah, R.B., Charendoff, C.I., Paris, S.L., Liu, P.H., Fassio, S.R.,
Rohrman, B.A., Thompson, R., Oberst, A., Sidi, S., Bouchier-Hayes, L., 2017.
NPMI directs PIDDosome-dependent caspase-2 activation in the nucleolus. J. Cell
Biol. 216, 1795-1810. https://doi.org/10.1083/jcb.201608095

Baliga, B.C., Colussi, P.A., Read, S.H., Dias, M.M., Jans, D.A., Kumar, S., 2003. Role of
prodomain in importin-mediated nuclear localization and activation of caspase-2. J.
Biol. Chem. 278, 4899—4905. https://doi.org/10.1074/jbc.M211512200

Baliga, B.C., Read, S.H., Kumar, S., 2004. The biochemical mechanism of caspase-2
activation. Cell Death Differ. 11, 1234-1241.
https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4401492

Baptiste-Okoh, N., Barsotti, A.M., Prives, C., 2008. A role for caspase 2 and PIDD in the
process of pS3-mediated apoptosis. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105, 1937-1942.
https://doi.org/10.1073/pnas.0711800105

Berg, D., Holzmann, C., Riess, O., 2003. 14-3-3 proteins in the nervous system. Nat. Rev.
Neurosci. 4, 752—762. https://doi.org/10.1038/nrn1197

Boatright, K.M., Renatus, M., Scott, F.L., Sperandio, S., Shin, H., Pedersen, .M., Ricci,
J.E., Edris, W.A., Sutherlin, D.P., Green, D.R., Salvesen, G.S., 2003. A unified
model for apical caspase activation. Mol. Cell 11, 529-541.
https://doi.org/10.1016/s1097-2765(03)00051-0

Boatright, K.M., Salvesen, G.S., 2003. Mechanisms of caspase activation. Curr. Opin. Cell
Biol. 15, 725-731. https://doi.org/10.1016/j.ceb.2003.10.009

61



Boston, P.F., Jackson, P., Kynoch, P.A., Thompson, R.J., 1982. Purification, properties,
and immunohistochemical localisation of human brain 14-3-3 protein. J.
Neurochem. 38, 1466—1474. https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.1982.tb07927.x

Bouchier-Hayes, L., Oberst, A., McStay, G.P., Connell, S., Tait, S.W.G., Dillon, C.P.,
Flanagan, J.M., Beere, H.M., Green, D.R., 2009. Characterization of cytoplasmic
caspase-2 activation by induced proximity. Mol. Cell 35, 830-840.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2009.07.023

Braga, M., Sinha Hikim, A.P., Datta, S., Ferrini, M.G., Brown, D., Kovacheva, E.L.,
Gonzalez-Cadavid, N.F., Sinha-Hikim, 1., 2008. Involvement of oxidative stress
and caspase 2-mediated intrinsic pathway signaling in age-related increase in
muscle cell apoptosis in mice. Apoptosis Int. J. Program. Cell Death 13, 822—832.
https://doi.org/10.1007/s10495-008-0216-7

Brown, P.H., Balbo, A., Schuck, P., 2008. Characterizing protein-protein interactions by
sedimentation velocity analytical ultracentrifugation. Curr. Protoc. Immunol.
Chapter 18, 18.15.1-18.15.39. https://doi.org/10.1002/0471142735.im1815s81

Buchakjian, M.R., Kornbluth, S., 2010. The engine driving the ship: metabolic steering of
cell proliferation and death. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 11, 715-727.
https://doi.org/10.1038/nrm2972

Butt, A.J., Harvey, N.L., Parasivam, G., Kumar, S., 1998. Dimerization and autoprocessing
of the Nedd2 (caspase-2) precursor requires both the prodomain and the carboxyl-
terminal regions. J. Biol. Chem. 273, 6763—-6768.
https://doi.org/10.1074/jbc.273.12.6763

Cerretti, D.P., Kozlosky, C.J., Mosley, B., Nelson, N., Van Ness, K., Greenstreet, T.A.,
March, C.J., Kronheim, S.R., Druck, T., Cannizzaro, L.A., 1992. Molecular cloning
of the interleukin-1 beta converting enzyme. Science 256, 97-100.
https://doi.org/10.1126/science.1373520

Connolly, P., Garcia-Carpio, L., Villunger, A., 2020. Cell-Cycle Cross Talk with Caspases
and Their Substrates. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 12, a036475.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a036475

Danial, N.N., Korsmeyer, S.J., 2004. Cell death: critical control points. Cell 116, 205-219.
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(04)00046-7

Davare, M.A., Saneyoshi, T., Guire, E.S., Nygaard, S.C., Soderling, T.R., 2004. Inhibition
of calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase by protein 14-3-3. J. Biol.
Chem. 279, 52191-52199. https://doi.org/10.1074/jbc.M409873200

Dorstyn, L., Puccini, J., Wilson, C.H., Shalini, S., Nicola, M., Moore, S., Kumar, S., 2012.
Caspase-2 deficiency promotes aberrant DNA-damage response and genetic
instability. Cell Death Differ. 19, 1288—1298. https://doi.org/10.1038/cdd.2012.36

Duan, H., Dixit, V.M., 1997. RAIDD is a new “death” adaptor molecule. Nature 385, 86—
89. https://doi.org/10.1038/385086a0

Earnshaw, W.C., Martins, L.M., Kaufmann, S.H., 1999. Mammalian caspases: structure,
activation, substrates, and functions during apoptosis. Annu. Rev. Biochem. 68,
383—-424. https://doi.org/10.1146/annurev.biochem.68.1.383

Eckhart, L., Ballaun, C., Hermann, M., VandeBerg, J.L., Sipos, W., Uthman, A., Fischer,
H., Tschachler, E., 2008. Identification of novel mammalian caspases reveals an
important role of gene loss in shaping the human caspase repertoire. Mol. Biol.
Evol. 25, 831-841. https://doi.org/10.1093/molbev/msn012

Estrov, Z., Thall, P.F., Talpaz, M., Estey, E.H., Kantarjian, H.M., Andreeff, M., Harris, D.,
Van, Q., Walterscheid, M., Kornblau, S.M., 1998. Caspase 2 and caspase 3 protein
levels as predictors of survival in acute myelogenous leukemia. Blood 92, 3090—
3097.

62



Fantl, W.J., Muslin, A.J., Kikuchi, A., Martin, J.A., MacNicol, A.M., Gross, R W_,
Williams, L.T., 1994. Activation of Raf-1 by 14-3-3 proteins. Nature 371, 612—-614.
https://doi.org/10.1038/371612a0

Feinstein-Rotkopf, Y., Arama, E., 2009. Can’t live without them, can live with them: roles
of caspases during vital cellular processes. Apoptosis Int. J. Program. Cell Death
14, 980-995. https://doi.org/10.1007/s10495-009-0346-6

Gu, H., Chen, X., Gao, G., Dong, H., 2008. Caspase-2 functions upstream of mitochondria
in endoplasmic reticulum stress-induced apoptosis by bortezomib in human
myeloma cells. Mol. Cancer Ther. 7, 2298-2307. https://doi.org/10.1158/1535-
7163.MCT-08-0186

Guo, Y., Srinivasula, S.M., Druilhe, A., Fernandes-Alnemri, T., Alnemri, E.S., 2002.
Caspase-2 induces apoptosis by releasing proapoptotic proteins from mitochondria.
J. Biol. Chem. 277, 13430-13437. https://doi.org/10.1074/jbc.M 108029200

Hashiguchi, M., Sobue, K., Paudel, H.K., 2000. 14-3-3zeta is an effector of tau protein
phosphorylation. J. Biol. Chem. 275, 25247-25254.
https://doi.org/10.1074/jbc.M003738200

Hatsuda, A., Kurisu, J., Fujishima, K., Kawaguchi, A., Ohno, N., Kengaku, M., 2023.
Calcium signals tune AMPK activity and mitochondrial homeostasis in dendrites of
developing neurons. Dev. Camb. Engl. dev.201930.
https://doi.org/10.1242/dev.201930

Haupt, Y., Maya, R., Kazaz, A., Oren, M., 1997. Mdm2 promotes the rapid degradation of
p53. Nature 387, 296-299. https://doi.org/10.1038/387296a0

Hermeking, H., Benzinger, A., 2006. 14-3-3 proteins in cell cycle regulation. Semin.
Cancer Biol. 16, 183—192. https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2006.03.002

Ho, L.H., Taylor, R., Dorstyn, L., Cakouros, D., Bouillet, P., Kumar, S., 2009. A tumor
suppressor function for caspase-2. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 5336-5341.
https://doi.org/10.1073/pnas.0811928106

Hofmann, W.K., de Vos, S., Tsukasaki, K., Wachsman, W., Pinkus, G.S., Said, J. W.,
Koeffler, H.P., 2001. Altered apoptosis pathways in mantle cell lymphoma detected
by oligonucleotide microarray. Blood 98, 787—794.
https://doi.org/10.1182/blood.v98.3.787

Holleman, A., den Boer, M.L., Kazemier, K.M., Beverloo, H.B., von Bergh, A.R.M.,
Janka-Schaub, G.E., Pieters, R., 2005. Decreased PARP and procaspase-2 protein
levels are associated with cellular drug resistance in childhood acute lymphoblastic
leukemia. Blood 106, 1817—-1823. https://doi.org/10.1182/blood-2004-11-4296

Honda, H., Nagamachi, A., Inaba, T., 2015. -7/7q- syndrome in myeloid-lineage
hematopoietic malignancies: attempts to understand this complex disease entity.
Oncogene 34, 2413-2425. https://doi.org/10.1038/onc.2014.196

Ichimura, T., Taoka, M., Hozumi, Y., Goto, K., Tokumitsu, H., 2008. 14-3-3 Proteins
directly regulate Ca(2+)/calmodulin-dependent protein kinase kinase alpha through
phosphorylation-dependent multisite binding. FEBS Lett. 582, 661-665.
https://doi.org/10.1016/j.febslet.2008.01.037

Ito, A., Uehara, T., Tokumitsu, A., Okuma, Y., Nomura, Y., 1999. Possible involvement of
cytochrome c release and sequential activation of caspases in ceramide-induced
apoptosis in SK-N-MC cells. Biochim. Biophys. Acta 1452, 263-274.
https://doi.org/10.1016/s0167-4889(99)00131-7

Itoh, N., Nagata, S., 1993. A novel protein domain required for apoptosis. Mutational
analysis of human Fas antigen. J. Biol. Chem. 268, 10932—-10937.

Jang, T., Park, H.H., 2013. PIDD mediates and stabilizes the interaction between RAIDD
and caspase-2 for the PIDDosome assembly. BMB Rep. 46, 471-476.
https://doi.org/10.5483/bmbrep.2013.46.9.021

63



Kabsch, W., 2010. XDS. Acta Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 66, 125-132.
https://doi.org/10.1107/S0907444909047337

Kerr, J.F., Wyllie, A.H., Currie, A.R., 1972. Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer 26, 239-257.
https://doi.org/10.1038/bjc.1972.33

Kim, Min S., Chung, N.G., Yoo, N.J., Lee, S.H., 2011. Somatic mutation of proapoptotic
caspase-2 gene is rare in acute leukemias and common solid cancers. Eur. J.
Haematol. 86, 449—450. https://doi.org/10.1111/j.1600-0609.2011.01591 .x

Kim, Min Sung, Kim, H.S., Jeong, E.G., Soung, Y.H., Yoo, N.J., Lee, S.H., 2011. Somatic
mutations of caspase-2 gene in gastric and colorectal cancers. Pathol. Res. Pract.
207, 640—644. https://doi.org/10.1016/j.prp.2011.08.004

Kischkel, F.C., Hellbardt, S., Behrmann, I., Germer, M., Pawlita, M., Krammer, P.H.,
Peter, M.E., 1995. Cytotoxicity-dependent APO-1 (Fas/CD95)-associated proteins
form a death-inducing signaling complex (DISC) with the receptor. EMBO J. 14,
5579-5588. https://doi.org/10.1002/j.1460-2075.1995.tb00245.x

Konermann, L., Pan, J., Liu, Y.-H., 2011. Hydrogen exchange mass spectrometry for
studying protein structure and dynamics. Chem. Soc. Rev. 40, 1224-1234.
https://doi.org/10.1039/c0cs00113a

Korsmeyer, S.J., Wei, M.C., Saito, M., Weiler, S., Oh, K.J., Schlesinger, P.H., 2000. Pro-
apoptotic cascade activates BID, which oligomerizes BAK or BAX into pores that
result in the release of cytochrome c. Cell Death Differ. 7, 1166—1173.
https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4400783

Kostelecky, B., Saurin, A.T., Purkiss, A., Parker, P.J., McDonald, N.Q., 2009. Recognition
of an intra-chain tandem 14-3-3 binding site within PKCepsilon. EMBO Rep. 10,
983-989. https://doi.org/10.1038/embor.2009.150

Kubbutat, M.H., Jones, S.N., Vousden, K.H., 1997. Regulation of p53 stability by Mdm?2.
Nature 387, 299-303. https://doi.org/10.1038/387299a0

Kukimoto-Niino, M., Yoshikawa, S., Takagi, T., Ohsawa, N., Tomabechi, Y., Terada, T.,
Shirouzu, M., Suzuki, A., Lee, S., Yamauchi, T., Okada-Iwabu, M., Iwabu, M.,
Kadowaki, T., Minokoshi, Y., Yokoyama, S., 2011. Crystal structure of the
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase kinase in complex with the inhibitor
STO-609. J. Biol. Chem. 286, 22570-22579.
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.251710

Kumar, S., Kinoshita, M., Noda, M., Copeland, N.G., Jenkins, N.A., 1994. Induction of
apoptosis by the mouse Nedd2 gene, which encodes a protein similar to the product
of the Caenorhabditis elegans cell death gene ced-3 and the mammalian IL-1 beta-
converting enzyme. Genes Dev. 8, 1613-1626.
https://doi.org/10.1101/gad.8.14.1613

Kumar, S., White, D.L., Takai, S., Turczynowicz, S., Juttner, C.A., Hughes, T.P., 1995.
Apoptosis regulatory gene NEDD2 maps to human chromosome segment 7q34-35,
a region frequently affected in haematological neoplasms. Hum. Genet. 95, 641—
644. https://doi.org/10.1007/BF00209480

Kuranaga, E., Miura, M., 2007. Nonapoptotic functions of caspases: caspases as regulatory
molecules for immunity and cell-fate determination. Trends Cell Biol. 17, 135-144.
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2007.01.001

Lassus, P., Opitz-Araya, X., Lazebnik, Y., 2002. Requirement for caspase-2 in stress-
induced apoptosis before mitochondrial permeabilization. Science 297, 1352—-1354.
https://doi.org/10.1126/science. 1074721

Lee, A., Kondapalli, C., Virga, D.M., Lewis, T.L., Koo, S.Y., Ashok, A., Mairet-Coello,
G., Herzig, S., Foretz, M., Viollet, B., Shaw, R., Sproul, A., Polleux, F., 2022.
AB42 oligomers trigger synaptic loss through CAMKK2-AMPK-dependent

64



effectors coordinating mitochondrial fission and mitophagy. Nat. Commun. 13,
4444, https://doi.org/10.1038/s41467-022-32130-5

Li, H., Zhu, H., Xu, C.J., Yuan, J., 1998. Cleavage of BID by caspase 8 mediates the
mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell 94, 491-501.
https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81590-1

Li, J., Yuan, J., 2008. Caspases in apoptosis and beyond. Oncogene 27, 6194—6206.
https://doi.org/10.1038/onc.2008.297

Liu, D., Bienkowska, J., Petosa, C., Collier, R.J., Fu, H., Liddington, R., 1995. Crystal
structure of the zeta isoform of the 14-3-3 protein. Nature 376, 191-194.
https://doi.org/10.1038/376191a0

Liu, P., Smith, B.R., Huang, E.S., Mahesh, A., Vonsattel, J.P.G., Petersen, A.J., Gomez-
Pastor, R., Ashe, K.H., 2019. A soluble truncated tau species related to cognitive
dysfunction and caspase-2 is elevated in the brain of Huntington’s disease patients.
Acta Neuropathol. Commun. 7, 111. https://doi.org/10.1186/s40478-019-0764-9

Liu, X., Kim, C.N., Yang, J., Jemmerson, R., Wang, X., 1996. Induction of apoptotic
program in cell-free extracts: requirement for dATP and cytochrome c. Cell 86,
147-157. https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)80085-9

Lopez-Garcia, C., Sansregret, L., Domingo, E., McGranahan, N., Hobor, S., Birkbak, N.J.,
Horswell, S., Gronroos, E., Favero, F., Rowan, A.J., Matthews, N., Begum, S.,
Phillimore, B., Burrell, R., Oukrif, D., Spencer-Dene, B., Kovac, M., Stamp, G.,
Stewart, A., Danielsen, H., Novelli, M., Tomlinson, 1., Swanton, C., 2017. BCL9L
Dysfunction Impairs Caspase-2 Expression Permitting Aneuploidy Tolerance in
Colorectal Cancer. Cancer Cell 31, 79-93.
https://doi.org/10.1016/j.ccell.2016.11.001

Luo, X., Budihardjo, 1., Zou, H., Slaughter, C., Wang, X., 1998. Bid, a Bcl2 interacting
protein, mediates cytochrome c release from mitochondria in response to activation
of cell surface death receptors. Cell 94, 481-490. https://doi.org/10.1016/s0092-
8674(00)81589-5

Madden, S.D., Cotter, T.G., 2008. Cell death in brain development and degeneration:
control of caspase expression may be key! Mol. Neurobiol. 37, 1-6.
https://doi.org/10.1007/s12035-008-8021-4

Malladi, S., Challa-Malladi, M., Fearnhead, H.O., Bratton, S.B., 2009. The Apaf-
1 *procaspase-9 apoptosome complex functions as a proteolytic-based molecular
timer. EMBO J. 28, 1916-1925. https://doi.org/10.1038/emboj.2009.152

Mancini, M., Machamer, C.E., Roy, S., Nicholson, D.W., Thornberry, N.A., Casciola-
Rosen, L.A., Rosen, A., 2000. Caspase-2 is localized at the Golgi complex and
cleaves golgin-160 during apoptosis. J. Cell Biol. 149, 603—612.
https://doi.org/10.1083/jcb.149.3.603

Marcelo, K.L., Means, A.R., York, B., 2016. The Ca(2+)/Calmodulin/CaMKK?2 Axis:
Nature’s Metabolic CaMshaft. Trends Endocrinol. Metab. TEM 27, 706-718.
https://doi.org/10.1016/j.tem.2016.06.001

Mcllwain, D.R., Berger, T., Mak, T.W., 2013. Caspase functions in cell death and disease.
Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 5, a008656.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a008656

McPherson, A., 1999. Crystallization of Biological Macromolecules. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Molzan, M., Ottmann, C., 2012. Synergistic binding of the phosphorylated S233- and
S259-binding sites of C-RAF to one 14-3-3( dimer. J. Mol. Biol. 423, 486—495.
https://doi.org/10.1016/j.yjmb.2012.08.009

65



Momand, J., Zambetti, G.P., Olson, D.C., George, D., Levine, A.J., 1992. The mdm-2
oncogene product forms a complex with the p53 protein and inhibits p5S3-mediated
transactivation. Cell 69, 1237—-1245. https://doi.org/10.1016/0092-8674(92)90644-r

Muslin, A.J., Tanner, J.W., Allen, P.M., Shaw, A.S., 1996. Interaction of 14-3-3 with
signaling proteins is mediated by the recognition of phosphoserine. Cell 84, 889—
897. https://doi.org/10.1016/s0092-8674(00)81067-3

Najar, M.A., Rex, D. a. B., Modi, P.K., Agarwal, N., Dagamajalu, S., Karthikkeyan, G.,
Vijayakumar, M., Chatterjee, A., Sankar, U., Prasad, T.S.K., 2021. A complete map
of the Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CAMKK?2)
signaling pathway. J. Cell Commun. Signal. 15, 283-290.
https://doi.org/10.1007/s12079-020-00592-1

Nicholson, D.W., Ali, A., Thornberry, N.A., Vaillancourt, J.P., Ding, C.K., Gallant, M.,
Gareau, Y., Griffin, P.R., Labelle, M., Lazebnik, Y.A., 1995. Identification and
inhibition of the ICE/CED-3 protease necessary for mammalian apoptosis. Nature
376, 37-43. https://doi.org/10.1038/376037a0

Nutt, L.K., Buchakjian, M.R., Gan, E., Darbandi, R., Yoon, S.-Y., Wu, J.Q., Miyamoto,
Y.J., Gibbons, J.A., Andersen, J.L., Freel, C.D., Tang, W., He, C., Kurokawa, M.,
Wang, Y., Margolis, S.S., Fissore, R.A., Kornbluth, S., 2009. Metabolic control of
oocyte apoptosis mediated by 14-3-3zeta-regulated dephosphorylation of caspase-2.
Dev. Cell 16, 856—866. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2009.04.005

Nutt, L.K., Margolis, S.S., Jensen, M., Herman, C.E., Dunphy, W.G., Rathmell, J.C.,
Kornbluth, S., 2005. Metabolic regulation of oocyte cell death through the
CaMKII-mediated phosphorylation of caspase-2. Cell 123, §89—-103.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.07.032

Obsil, T., Ghirlando, R., Klein, D.C., Ganguly, S., Dyda, F., 2001. Crystal structure of the
14-3-3zeta:serotonin N-acetyltransferase complex. a role for scaffolding in enzyme
regulation. Cell 105, 257-267. https://doi.org/10.1016/s0092-8674(01)00316-6

Obsil, T., Obsilova, V., 2011. Structural basis of 14-3-3 protein functions. Semin. Cell
Dev. Biol. 22, 663—672. https://doi.org/10.1016/j.semcdb.2011.09.001

Obsilova, V., Obsil, T., 2020. The 14-3-3 Proteins as Important Allosteric Regulators of
Protein Kinases. Int. J. Mol. Sci. 21, 8824. https://doi.org/10.3390/ijms21228824

Oliver, T.G., Meylan, E., Chang, G.P., Xue, W., Burke, J.R., Humpton, T.J., Hubbard, D.,
Bhutkar, A., Jacks, T., 2011. Caspase-2-mediated cleavage of Mdm?2 creates a p53-
induced positive feedback loop. Mol. Cell 43, 57-71.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2011.06.012

O’Reilly, L.A., Ekert, P., Harvey, N., Marsden, V., Cullen, L., Vaux, D.L., Hacker, G.,
Magnusson, C., Pakusch, M., Cecconi, F., Kuida, K., Strasser, A., Huang, D.C.S.,
Kumar, S., 2002. Caspase-2 is not required for thymocyte or neuronal apoptosis
even though cleavage of caspase-2 is dependent on both Apaf-1 and caspase-9. Cell
Death Differ. 9, 832—841. https://doi.org/10.1038/sj.cdd.4401033

Park, H.H., Logette, E., Raunser, S., Cuenin, S., Walz, T., Tschopp, J., Wu, H., 2007.
Death domain assembly mechanism revealed by crystal structure of the oligomeric
PIDDosome core complex. Cell 128, 533—-546.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.01.019

Parrish, A.B., Freel, C.D., Kornbluth, S., 2013. Cellular mechanisms controlling caspase
activation and function. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 5, a008672.
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a008672

Pasterkamp, R.J., Peschon, J.J., Spriggs, M.K., Kolodkin, A.L., 2003. Semaphorin 7A
promotes axon outgrowth through integrins and MAPKSs. Nature 424, 398—405.
https://doi.org/10.1038/nature01790

66



Perkins, D.N., Pappin, D.J., Creasy, D.M., Cottrell, J.S., 1999. Probability-based protein
identification by searching sequence databases using mass spectrometry data.
Electrophoresis 20, 3551-3567. https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-
2683(19991201)20:18<3551::AID-ELPS3551>3.0.CO;2-2

Pop, C., Timmer, J., Sperandio, S., Salvesen, G.S., 2006. The apoptosome activates
caspase-9 by dimerization. Mol. Cell 22, 269-275.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2006.03.009

Ren, K., Lu, J., Porollo, A., Du, C., 2012. Tumor-suppressing function of caspase-2
requires catalytic site Cys-320 and site Ser-139 in mice. J. Biol. Chem. 287, 14792—
14802. https://doi.org/10.1074/jbc.M112.347625

Riedl, S.J., Salvesen, G.S., 2007. The apoptosome: signalling platform of cell death. Nat.
Rev. Mol. Cell Biol. 8, 405—413. https://doi.org/10.1038/nrm2153

Riedl, S.J., Shi, Y., 2004. Molecular mechanisms of caspase regulation during apoptosis.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 5, 897-907. https://doi.org/10.1038/nrm 1496

Rittinger, K., Budman, J., Xu, J., Volinia, S., Cantley, L.C., Smerdon, S.J., Gamblin, S.J.,
Yaffe, M.B., 1999. Structural analysis of 14-3-3 phosphopeptide complexes
identifies a dual role for the nuclear export signal of 14-3-3 in ligand binding. Mol.
Cell 4, 153-166. https://doi.org/10.1016/s1097-2765(00)80363-9

Roschitzki-Voser, H., Schroeder, T., Lenherr, E.D., Frolich, F., Schweizer, A., Donepudi,
M., Ganesan, R., Mittl, P.R.E., Baici, A., Griitter, M.G., 2012. Human caspases in
vitro: expression, purification and kinetic characterization. Protein Expr. Purif. 84,
236-246. https://doi.org/10.1016/j.pep.2012.05.009

Rose, R., Rose, M., Ottmann, C., 2012. Identification and structural characterization of two
14-3-3 binding sites in the human peptidylarginine deiminase type V1. J. Struct.
Biol. 180, 65—72. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2012.05.010

Rupp, B., 2009. Biomolecular Crystallography: Principles, Practice, and Application to
Structural Biology. Garland Science, New York.
https://doi.org/10.1201/9780429258756

Russo Krauss, 1., Merlino, A., Vergara, A., Sica, F., 2013. An Overview of Biological
Macromolecule Crystallization. Int. J. Mol. Sci. 14, 11643—-11691.
https://doi.org/10.3390/ijms 140611643

Scaffidi, C., Fulda, S., Srinivasan, A., Friesen, C., Li, F., Tomaselli, K.J., Debatin, K.M.,
Krammer, P.H., Peter, M.E., 1998. Two CD95 (APO-1/Fas) signaling pathways.
EMBO J. 17, 1675-1687. https://doi.org/10.1093/emboj/17.6.1675

Schuck, P., 2003. On the analysis of protein self-association by sedimentation velocity
analytical ultracentrifugation. Anal. Biochem. 320, 104—124.
https://doi.org/10.1016/s0003-2697(03)00289-6

Schuck, P., 2000. Size-distribution analysis of macromolecules by sedimentation velocity
ultracentrifugation and lamm equation modeling. Biophys. J. 78, 1606—1619.
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(00)76713-0

Schweizer, A., Briand, C., Grutter, M.G., 2003. Crystal structure of caspase-2, apical
initiator of the intrinsic apoptotic pathway. J. Biol. Chem. 278, 42441-42447.
https://doi.org/10.1074/jbc.M304895200

Shalini, S., Dorstyn, L., Wilson, C., Puccini, J., Ho, L., Kumar, S., 2012. Impaired
antioxidant defence and accumulation of oxidative stress in caspase-2-deficient
mice. Cell Death Differ. 19, 1370—1380. https://doi.org/10.1038/cdd.2012.13

Shin, S., Lee, Y., Kim, W., Ko, H., Choi, H., Kim, K., 2005. Caspase-2 primes cancer cells
for TRAIL-mediated apoptosis by processing procaspase-8. EMBO J. 24, 3532—
3542. https://doi.org/10.1038/sj.emboj. 7600827

Slee, E.A., Harte, M.T., Kluck, R.M., Wolf, B.B., Casiano, C.A., Newmeyer, D.D., Wang,
H.G., Reed, J.C., Nicholson, D.W., Alnemri, E.S., Green, D.R., Martin, S.J., 1999.

67



Ordering the cytochrome c-initiated caspase cascade: hierarchical activation of
caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a caspase-9-dependent manner. J. Cell Biol.
144, 281-292. https://doi.org/10.1083/jcb.144.2.281

Sluchanko, N.N., Beelen, S., Kulikova, A.A., Weeks, S.D., Antson, A.A., Gusev, N.B.,
Strelkov, S.V., 2017. Structural Basis for the Interaction of a Human Small Heat
Shock Protein with the 14-3-3 Universal Signaling Regulator. Struct. Lond. Engl.
1993 25, 305-316. https://doi.org/10.1016/j.str.2016.12.005

Smith, B.R., Nelson, K.M., Kemper, L.J., Leinonen-Wright, K., Petersen, A., Keene, C.D.,
Ashe, K.H., 2019. A soluble tau fragment generated by caspase-2 is associated with
dementia in Lewy body disease. Acta Neuropathol. Commun. 7, 124.
https://doi.org/10.1186/s40478-019-0765-8

Sparta, K.M., Krug, M., Heinemann, U., Mueller, U., Weiss, M.S., 2016. XDSAPP2.0. J.
Appl. Crystallogr. 49, 1085-1092. https://doi.org/10.1107/S1600576716004416

Studier, F.W., 2005. Protein production by auto-induction in high-density shaking cultures.
Protein Expr. Purif. 41, 207-234. https://doi.org/10.1016/j.pep.2005.01.016

Tang, Y., Wells, J.A., Arkin, M.R., 2011. Structural and enzymatic insights into caspase-2
protein substrate recognition and catalysis. J. Biol. Chem. 286, 34147-34154.
https://doi.org/10.1074/jbc.M111.247627

Taylor, R.C., Cullen, S.P., Martin, S.J., 2008. Apoptosis: controlled demolition at the
cellular level. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9, 231-241.
https://doi.org/10.1038/nrm2312

Thornberry, N.A., Lazebnik, Y., 1998. Caspases: enemies within. Science 281, 1312—-1316.
https://doi.org/10.1126/science.281.5381.1312

Tinel, A., Tschopp, J., 2004. The PIDDosome, a protein complex implicated in activation
of caspase-2 in response to genotoxic stress. Science 304, 843—846.
https://doi.org/10.1126/science.1095432

Tinnikov, A.A., Samuels, H.H., 2013. A novel cell lysis approach reveals that caspase-2
rapidly translocates from the nucleus to the cytoplasm in response to apoptotic
stimuli. PloS One 8, e61085. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061085

Tinti, M., Johnson, C., Toth, R., Ferrier, D.E.K., Mackintosh, C., 2012. Evolution of signal
multiplexing by 14-3-3-binding 2R-ohnologue protein families in the vertebrates.
Open Biol. 2, 120103. https://doi.org/10.1098/rsob.120103

Tokumitsu, H., Iwabu, M., Ishikawa, Y., Kobayashi, R., 2001. Differential regulatory
mechanism of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase isoforms.
Biochemistry 40, 13925—-13932. https://doi.org/10.1021/bi010863k

Tokumitsu, H., Muramatsu, M. a, Ikura, M., Kobayashi, R., 2000. Regulatory mechanism
of Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase kinase. J. Biol. Chem. 275, 20090—
20095. https://doi.org/10.1074/jbc.M002193200

Trauth, B.C., Klas, C., Peters, A.M., Matzku, S., Moller, P., Falk, W., Debatin, K.M.,
Krammer, P.H., 1989. Monoclonal antibody-mediated tumor regression by
induction of apoptosis. Science 245, 301-305.
https://doi.org/10.1126/science.2787530

Tzivion, G., Gupta, V.S., Kaplun, L., Balan, V., 2006. 14-3-3 proteins as potential
oncogenes. Semin. Cancer Biol. 16, 203-213.
https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2006.03.004

Vagin, A., Teplyakov, A., 1997. MOLREP: an Automated Program for Molecular
Replacement. J. Appl. Crystallogr. 30, 1022—-1025.
https://doi.org/10.1107/S0021889897006766

Valeur, B., Berberan-Santos, M.N., 2012. Molecular Fluorescence: Principles and
Applications, 1st ed. Wiley. https://doi.org/10.1002/9783527650002

68



Van Der Heide, L.P., Hoekman, M.F.M., Smidt, M.P., 2004. The ins and outs of FoxO
shuttling: mechanisms of FoxO translocation and transcriptional regulation.
Biochem. J. 380, 297-309. https://doi.org/10.1042/BJ20040167

Van Der Hoeven, P.C., Van Der Wal, J.C., Ruurs, P., Van Blitterswijk, W.J., 2000. Protein
kinase C activation by acidic proteins including 14-3-3. Biochem. J. 347 Pt 3, 781—
785. https://doi.org/10.1042/0264-6021:3470781

Wachmann, K., Pop, C., van Raam, B.J., Drag, M., Mace, P.D., Snipas, S.J., Zmasek, C.,
Schwarzenbacher, R., Salvesen, G.S., Riedl, S.J., 2010. Activation and specificity
of human caspase-10. Biochemistry 49, 8307-8315.
https://doi.org/10.1021/b1100968m

Wang, L., Miura, M., Bergeron, L., Zhu, H., Yuan, J., 1994. Ich-1, an Ice/ced-3-related
gene, encodes both positive and negative regulators of programmed cell death. Cell
78, 739—750. https://doi.org/10.1016/s0092-8674(94)90422-7

Wang, Y., Liu, C., Wang, J., Zhang, Y., Chen, L., 2017. lodine-131 induces apoptosis in
human cardiac muscle cells through the p53/Bax/caspase-3 and PIDD/caspase-2/
t-BID/cytochrome c/caspase-3 signaling pathway. Oncol. Rep. 38, 1579-1586.
https://doi.org/10.3892/0r.2017.5813

Yaffe, M.B., 2002. How do 14-3-3 proteins work?-- Gatekeeper phosphorylation and the
molecular anvil hypothesis. FEBS Lett. 513, 53—57. https://doi.org/10.1016/s0014-
5793(01)03288-4

Yaffe, M.B., Rittinger, K., Volinia, S., Caron, P.R., Aitken, A., Leffers, H., Gamblin, S.J.,
Smerdon, S.J., Cantley, L.C., 1997. The structural basis for 14-3-3:phosphopeptide
binding specificity. Cell 91, 961-971. https://doi.org/10.1016/s0092-
8674(00)80487-0

Yamada, K., Yoshida, K., 2019. Mechanical insights into the regulation of programmed
cell death by p53 via mitochondria. Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Res. 1866,
839—848. https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2019.02.009

Yang, H., Masters, S.C., Wang, H., Fu, H., 2001. The proapoptotic protein Bad binds the
amphipathic groove of 14-3-3zeta. Biochim. Biophys. Acta 1547, 313-319.
https://doi.org/10.1016/s0167-4838(01)00202-3

Yang, X., Lee, W.H., Sobott, F., Papagrigoriou, E., Robinson, C.V., Grossmann, J.G.,
Sundstrom, M., Doyle, D.A., Elkins, J.M., 2006. Structural basis for protein-protein
interactions in the 14-3-3 protein family. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103,
17237—-17242. https://doi.org/10.1073/pnas.0605779103

Yi, C.H., Yuan, J., 2009. The Jekyll and Hyde functions of caspases. Dev. Cell 16, 21-34.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2008.12.012

Zhao, X., Kotilinek, L.A., Smith, B., Hlynialuk, C., Zahs, K., Ramsden, M., Cleary, J.,
Ashe, K.H., 2016. Caspase-2 cleavage of tau reversibly impairs memory. Nat. Med.
22, 1268-1276. https://doi.org/10.1038/nm.4199

Zou, H., Henzel, W.J., Liu, X., Lutschg, A., Wang, X., 1997. Apaf-1, a human protein
homologous to C. elegans CED-4, participates in cytochrome c-dependent
activation of caspase-3. Cell 90, 405—413. https://doi.org/10.1016/s0092-
8674(00)80501-2

69



10. Prilohy

1. Kalabova, D., Smidova, A., Petrvalska, O., Alblova, M., Kosek, D., Man, P., Obsil,
T., Obsilova, V., 2017. Human procaspase-2 phosphorylation at both S139 and S164 is
required for 14-3-3 binding. Biochem Biophys Res Commun 493, 940-945.
https://doi.org/10.1016/].bbrc.2017.09.116

2. Smidova, A.*, Alblova, M.*, Kalabova, D.*, Psenakova, K., Rosulek, M., Herman,
P., Obsil, T., Obsilova, V., 2018. 14-3-3 protein masks the nuclear localization sequence of
caspase-2. FEBS J 285, 4196-4213. https://doi.org/10.1111/febs.14670

3. Kalabova, D.*, Filandr, F.*, Alblova, M., Petrvalska, O., Horvath, M., Man, P.,
Obsil, T., Obsilova, V., 2020. 14-3-3 protein binding blocks the dimerization interface of
caspase-2. FEBS J 287, 3494-3510. https://doi.org/10.1111/febs.15215

4, Psenakova, K., Petrvalska, O., Kylarova, S., Lentini Santo, D., Kalabova, D.,
Herman, P., Obsilova, V., Obsil, T., 2018. 14-3-3 protein directly interacts with the kinase
domain of calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaMKK?2). Biochim Biophys

Acta Gen Subj 1862, 1612—1625. https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.04.006

* sdilené prvni autorstvi

70


https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.09.116
https://doi.org/10.1111/febs.14670
https://doi.org/10.1111/febs.15215
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.04.006

71



	Klíčová slova
	Abstract
	Caspase-2 is a protease standing apically in the cascade of reactions leading to apoptosis. Properly functional apoptosis eliminates damaged cells, autoreactive lymphocytes or redundant groups of cells in ontogeny. The process of caspase-2 activation ...
	Keywords
	1. Literární přehled
	1.1. Apoptosa
	1.2. Kaspasa-2
	1.3. Proteiny 14-3-3
	1.4. CaMKK2

	2. Cíle práce
	3. Metodika
	3.1. Exprese a purifikace proteinů
	3.1.1. Exprese a purifikace prokaspasy-2
	3.1.2. Exprese a purifikace proteinů 14-3-3
	3.1.3. Exprese a purifikace CaMKK2

	3.2. AUC
	3.3. Fluorescenčně polarizační esej
	3.4. Analytická gelová permeační chromatografie
	3.5. Nativní elektroforesa
	3.5.1. Nativní elektroforesa komplexu prokaspasy-2 (dp) se 14-3-3ζ
	3.5.2. Nativní elektroforesa komplexu CaMKK2 (KD) se 14-3-3γ

	3.6. Limitovaná proteolysa
	3.7. Vodík/deuteriová výměna (H/D výměna) spojená s hmotnostní spektrometrií (HDX-MS)
	3.8. Krystalografie

	4. Výsledky
	4.1. Charakterizace vazby prokaspasy-2 (dp) s proteinem 14-3-3ζ a 14-3-3γ
	4.1.1. Příprava rekombinantní prokaspasy-2
	4.1.2. Vazebná místa Ser139 a Ser164 pro vazbu prokaspasy-2 (dp) a 14-3-3ζ mají různou vazebnou afinitu
	4.1.3. Dvojitě fosforylovaná kaspasa-2 spolu s dimerem proteinu 14-3-3ζ tvoří stabilní komplex
	4.1.4. Pro vytvoření stabilního komplexu mezi proteiny prokaspasy-2 (dp) a dimerem proteinu 14-3-3ζ je nutná přítomnost obou fosforylovaných vazebných motivů
	4.1.5. Strukturní analýza komplexu prokaspasy-2 (dp) a proteinu 14-3-3ζ
	4.1.6. Vazba dimeru 14-3-3ζ chrání prokaspasu-2 před proteolytickou degradací in vitro
	4.1.7. 14-3-3γ interaguje v komplexu s prokaspasou-2 (dp) s C-terminální částí její domény p12, která je zapojena do dimerizace kaspasové molekuly
	4.1.8. Krystalová struktura komplexu 14-3-3γΔC s dvojitě fosforylovaným peptidem prokaspasy-2 pS139+pS164

	4.2. Charakterizace vazby CaMKK2 s proteinem 14-3-3γ
	4.2.1. CaMKK2 tvoří stabilní komplex s proteinem 14-3-3γ, a to i v přítomnosti pouze jednoho fosforylačního místa
	4.2.2. Strukturní analýza komplexu CaMKK2 s proteinem 14-3-3γ


	5. Diskuse
	6. Závěr
	7. Souhrn
	8. Summary
	9. Literatura
	10. Přílohy

